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Uber Clupein. 
ll. Mitteilung. 
Von 
K. Felix und A. Lang. 


(Ausgefiihrt mit Mitteln der Notgemeinsechaft der Deutschen Wissenschaft.) 


(Aus dem Laboratorium der II. Mediz.-Klinik der Universitat Miinchen ) 


(Der Redaktion zugegangen am 6, August 1930,) 


In der ersten Mitteilung (2) war gezeigt worden, daB das 
Clupein eine Mischung verschiedener Protamine ist. Ks konnte 
in vier Komponenten auf Grund der Léslichkeit der Fster-hydro- 
chloride in methylalkoholischer Salzsiiure zerle. werden. Sie 
wurden mit A,, A,, B und © bezeichnet. In allen betragt das 
molekulare Verhiltnis von Arginin ». den Monoaminosiiuren 2 zu 1. 
Sie unterscheiden sich dagegen durch das Mindestmolekulargewicht, 
welches auf der Voraussetzung berechnet wurde, daB jedes Clupein 
nur eine freie veresterbare Carboxylgruppe enthalt. A, und A, 
haben ungefihr dasselbe Molekulargewicht 817 bzw. 873; auf Grund 
der Mlementaranalyse wurde angenommen, dab jenes neben vier 
Molekiilen Arginin zwei Monoaminosiiuren mit nur drei Kohlen- 
stoffatomen und dieses nur solche mit fiinf Kohlenstoffatomen be- 
sitzt. Von den sechs «- Aminogruppen einschlieblich der Iminogruppe 
des Prolins und den sechs Carboxylen sind nur je fiinf in Peptid- 
bindung enthalten, die sechste Carboxylgruppe ist frei. Die ihr 
entsprechende Aminogruppe, die nicht frei ist, ist anders gebunden, 
hat aber ihren basischen Charakter bewahrt. Denn von den 
beiden Clupeinen A wird je ein Aquivalent Salzsiiure mehr ge- 
bunden, als dem Gehalt an Arginin entspricht. Das Molekular- 
gewicht des Clupeins B ist gleich der Summe von A, und A, ver- 
mindert um ein Molekiil Wasser. Von den beiden Carboxylen 
seiner Komponenten ist nur eines mehr frei, ebenso ist von den 
beiden basischen Gruppen, die neben den Guanidingruppen des 
Arginins noch vorbanden waren, noch eine an dem Bindungs- 
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vermégen fiir Salzsiure zu erkennen. Vermutlich tritt die Ver- 
kniipfung unter Wasserabspaltung zwischen der Carboxylgruppe 
der einen und der basischen nicht peptidartig gebundenen Gruppe 
der andern Komponente ein. In analoger Weise kann Clupein C 
aus zwei Molekiilen B entstanden gedacht werden. 

Dieser Befund, daB ein nach Darstellung und prozentualem 
(sehalt an Bausteinen scheinbar einheitliches Protein doch noch ein 
Gremisch verschieden groBer Molekiile ist, ist auch bei andern Pro- 
teinen erhoben worden; vielleicht ist es sogar ein allgemeiner (8, 12). 
Allerdings ist noch zu entscheiden welchen EinfluB darauf das 
Verfahren der Isolierung ausiibt, bzw. ob nicht im Verlauf der Ope- 
rationen die eine oder andere MolekulargréBe ausgeschieden wird. 

AuBerdem ergab jene erste Untersuchung einen hodheren 
Sauerstofigehalt der Clupeine, als aus der Zah! der Peptidbindungen, 
den freien Carboxylgruppen und den nachweisbaren Oxyamino- 
siiuren zu erwarten ist. Vielleicht ist dieser Uberschu8 in Hydr- 
oxylgruppen enthalten. Dieser nicht erkliirbare Sauerstoff der 
Proteine ist schon mehrfach Gegenstand besonderer Arbeiten ge- 
wesen. So zeigte vor kurzem Z. Stary (6), da8 dieser bzw. die 
ihn enthaltende Gruppe bei der Saéurehydrolyse verlorengeht. 

Ks soll spiiter versucht werden, durch Isolierung der Produkte 
partieller Hydrolyse des Clupeins diese beiden Fragen nach der 
Bindung jener einen Aminogruppe und nach dem UberschuB an 
Sauerstoff zu kliren. Die jetzigen Untersuchungen dienen der 
Vorarbeit dafiir. Da die Saiurehydrolyse nach Stary dafiir nicht 
geeignet ist, verwandten wir die enzymatische Spaltung, und 
zwar die mit Trypsin-kinase und Darmerepsin, wie sie bereits von 
K. Waldschmidt-Leitz, A. Schaffner und W. Grassmann (7) 
ausgefiihrt worden ist. Wir wihlten diese beiden Fermente, obwohl 
sie nach neueren Untersuchungen Gemische darstellen, weil ihre 
Ergebnisse am leichtesten zu reproduzieren sind und durch sie 
nacheinander angewandt, nach den oben genannten Autoren die 
Spaltung bis zu Ende verliuft. Als Substrat diente das Hydro- 
chlorid des Clupeinesters B, der meist erst verseift, in einem Ver- 
such aber direkt verwendet wurde. Er entsteht bel unserer 
Darstellung in gréBerer Ausbeute als die anderen. Da es sich um 
dasselbe Priiparat handelt, werden die Analysendaten aus der ersten 
Mitteilung entnommen. Clupein-hydrochlorid B (C,,H,,,N,,0,,€1,) 
besteht aus acht Molekiilen Arginin und vier Molekiilen von Mono- 
aminosiuren (je ein Mol Alanin, Serin, Aminovaleriansiure, Prolin). 
Die losen Bausteine besitzen insgesamt 12 Aminogruppen ein- 
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schlieBlich der Iminogruppe des Prolins und 12 Carboxylgruppen. 
Da von letzteren eine im Molekiil frei ist, kann man bei der 
vollstiindigen Spaltung nur eine Zunahme von 11 Carboxylen er- 
warten. Unter ihnen sind jedoch 8 Carboxyle des Arginins ent- 
halten, die bekanntlich nicht titrierbar sind. Da aber von den 
9 Salzsiureresten nur einer im Clupein-hydrochlorid direkt, die 
iibrigen 8 erst nach der Spaltung mit alkoholischer Kalilauge zu 
titrieren sind, kann der Zuwachs an titrierbaren sauren Gruppen 
doch als MaB fiir die Freilegung von Arginin-Carboxylen gelten. 
Der Berechnung des zu erwartenden Zuwachses an Aminogruppen 
legen wir die Ergebnisse der friiher ausgefiihrten Siiurehydrolyse 
zu Grunde, da der Gehalt an Prolin noch nicht sicher festliegt. 
Kossel (5) nimmt an, daB im Clupein wie im Salmin zwei Mole- 
kiile Prolin enthalten sind, die Ergebnisse unserer Hydrolyse- 
versuche lassen sich am besten mit der Annahme nur eines 
Molekiiles erklaren. Nach der Hydrolyse betrug bei Clupein B 
der freie Aminostickstoff 32,56°/, vom Gesamtstickstoff. Pro 
Mindestmolekiil wire somit eine Zunahme von 11 mit salpetriger 
Siure nachweisbaren Aminogruppen zu erwarten, ausschlieBlich 
der Iminogruppe des Prolins, die nicht mit salpetriger Siure 
reagiert. 

Wir haben zunichst auf Clupein-hydrochlorid B Trypsin- 
kinase bei p,, 8,4 so lange einwirken lassen, bis auch auf Zusatz 
neuen Fermentes die Spaltung nicht mehr fortschritt. Dann wurde 
das Ferment durch kurzes Erwirmen zerstért, in einem aliquoten 
Teil das freigewordene Arginin mit der Arginase-Methode be- 
stimmt, der Hauptteil bei p, 7,8 mit Darmerepsin weiter verdaut 
und am SchluB wieder das Arginin bestimmt. Der Fortgang der 
Spaltung wurde durch Bestimmung der freien Aminogruppen mit 
salpetriger Siure und der freiwerdenden sauren Aquivalente mit 
der alkoholischen Titration verfolgt. Wihrend der Wirkung der 
Trypsin-kinase verschob sich die Reaktion der Fliissigkeit be- 
trichtlich nach der sauren Seite infolge der Dissoziation der 








Freilegung von 
CgsHis5N3,017Cl, | Arginin NH,- sauren 
Mol. Gruppen Aquivalenten 
Trypsin-kinase ... 4 6 6 
Darmerepsin.... . 4 | 4 | 5 
(Jesamtspaltung .. . 8 | 10 11 
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Salzsiiure, so daB es nétig war, wiihrend des Versuchs Natronlauge 
zuzusetzen, um das p,, konstant zu halten. Die Ergebnisse, be- 
zogen auf das Mindestmolekulargewicht sind in der vorstehenden 
Tabelle zusammengestellt. 

Am Ende der Wirkung der Trypsin-kinase lassen sich sechs 
Aminogruppen mit salpetriger Siure nachweisen und sechs saure 
Aquivalente titrieren, ferner wird durch Arginase und Urease so 
viel Ammoniak entwickelt, als vier Molekiilen Arginin iquivalent 
ist. Nach der Spezifitit der Arginase (3), wiire es an sich mdég- 
lich, daB das Arginin nicht vollkommen frei geworden, sondern 
noch mit seiner Aminogruppe gebunden ist. Inzwischen hat aber 
K. Dirr in noch nicht abgeschlossenen Versuchen nach Trypsin- 
kinase-Verdauung die entsprechende Menge von Arginin als Pikrat 
isolieren kinnen. Es ist somit die Hialfte des im Clupein ent- 
haltenen Arginins durch Trypsin-kinase abgespalten worden. Vier 
der sechs freigewordenen Aminogruppen gehéren also diesem Ar- 
ginin an, ebenso sind unter den sechs sauren Aquivalenten vier 
Salzsiiurereste enthalten, welche infolge der Abspaltung des Arginins 
titrierbar werden. Ob die beiden tibrigen Amino- und sauren Gruppen 
sleichzeitig abgespaltenen Monoaminosiiuren oder dem ungespal- 
tenen Restkérper angehoren, liBt sich jetzt noch nicht entscheiden. 
Nach den gegenwirtigen Kenntnissen iiber die Spezifitit des Erep- 
sins (11) ist fiir den ungespaltenen Restkérper eine freie Amino- 
gruppe zu verlangen, die eventuell auch die Iminogruppe des 
Prolins sein kann. Die Freilegung der Iminogruppe des Prolins 
im Restkérper ist mit unserer Methode nicht zu erkennen. Sollte 
sich in den spiiteren priparativen Versuchen herausstellen, dab 
durch die ‘I'rypsin-kinase neben dem Arginin auch freie Mono- 
aminosiuren abgespalten werden, so wiire zu beachten, daB ihr 
molekulares Verhiltnis dasselbe ist wie im Clupein namlich 2:1. 
In demselben Verhiltnis bleiben die Bausteine im Restkérper 
zuriick. Beziiglich der Trypsin-kinase-Wirkung erscheint also 
das Clupeinmolekiil symmetrisch aus zwei iihnlichen Halften auf- 
gebaut zu sein. 

Nach der Trypsin-Verdauung legt das Erepsin vier weitere 
Aminogruppen und fiinf saure Gruppen frei, mit der Arginase 
lassen sich vier freie Argininmolekiile nachweisen. Die vier Amino- 
gruppen gehidren also dem Arginin und ebenso vier saure Gruppen 
den entsprechenden Salzsiiureresten an. Fiir die finfte saure 
Gruppe ist keine entsprechende mit salpetriger Siure nachweisbare 
Aminogruppe aufgetreten. Wie bereits angedeutet, muB der bei 
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der Trypsin-Verdauung verbliebene Restkérper neben den vier 
Molekiilen Arginin noch zwei Monoaminosiiuren, unter ihnen Prolin 
besitzen. Wird die Iminogruppe des Prolins erst bei der Krepsin- 
hydrolyse frei, so wiire das wieder nicht zu erkennen. Dagegen 
hatte sich die Abspaltung der anderen Aminosiiure (einer Amino- 
valeriansiiure) nachweisen lassen miissen. Eine mit salpetriger 
Siiure reagierende Aminogruppe fehlt also. 

Dasselbe ergibt sich auch, wenn man die Gesamtspaltung 
durch die Enzyme mit den Ergebnissen der Siurehydrolyse ver- 
gleicht. Bei letzterer trat eine Zunahme yon 11 mit salpetriger 
Saiure reagierenden Aminogruppen ein; der Zuwachs bei der 
enzymatischen Hydrolyse betriigt insgesamt nur 10. Kine primiire 
Aminogruppe bleibt gebunden. Es liegt nahe, daran zu denken, 
daB es eine der nicht peptidartig gebundenen ist. Nach der oben 
entwickelten Hypothese besteht das Clupein B aus Clupein A, 
und A,. Nach der Analyse enthalten beide je eine nicht peptid- 
artig gebundene Aminogruppe. Eine derselben reagiert mit der 
freien Carboxylgruppe der anderen Komponente unter Wasser- 
abspaltung, und geht dabei offenbar eine Bindung ein, welche der 
enzymatischen Hydrolyse wieder zugiinglich ist. Denn sonst miiBte 
der Zuwachs an Aminogruppen um zwei hinter dem bei der Siiure- 
hydrolyse gefundenen Wert zuriickbleiben. 

Bei einem Versuch verwandten wir das Clupeinester-hydro- 
chlorid direkt, ohne vorausgehende Verseifung. Hier betrug der 
Zuwachs an sauren Gruppen entsprechend der Spaltung der Kster- 
gruppe um eins mehr als in den anderen Versuchen. Bei den 
Aminogruppen war das Resultat dasselbe. 

Das Ergebnis unserer Versuche ist qualitativ ahnlich dem, 
welches Waldschmidt-Leitz und seine Mitarbeiter in der oben 
zitierten Arbeit berichten. Quantitativ weicht es dagegen ab. 
Dort verhielt sich die Leistung der Trypsin-kinase zu der des 
Darmerepsins sowohl hinsichtlich des Zuwachses an Aminogruppen 
als auch an sauren Gruppen wie 2:1. In unseren Versuchen 
verhalten sich die Leistungen der beiden Enzyme hinsichtlich der 
Abspaltung von Arginin wie 1:1, der Freilegung von Aminogruppen 
wie 3:2 und der sauren Gruppen wie 6:5. Dieser Unterschied 
mag in dem verschiedenen Reinheitsgrad der Clupeinpriparate 
und vielleicht auch der Enzyme, deren Darstellung von den 
Autoren selbst seither wesentlich verbessert wurde, liegen. 

Zur Kontrolle der Argininbestimmung durch Arginase und 
Urease lieBen wir diese Fermente auch auf unveriindertes Clupein- 
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hydrochlorid einwirken. Unter den angegebenen Bedingungen 
trat nur eine minimale Menge von Ammoniak auf, die praktisch 
vernachlissigt werden kann. 


Experimenteller Teil. 


1. Fermente. 


Trypsin wurde nach E. Waldschmidt-Leitz und A. Harten- 
eck (8) dargestellt. Der Glyzerinextrakt aus Pankreas wurde 
bei p, 4,5 mit Tonerde (C,) behandelt. Nach fiinfmaliger Ad- 
sorption an Tonerde war das Erepsin praktisch vollstaindig beseitigt. 
Fiir die Gewinnung von Enterokinase nach E. Waldschmidt- 
Leitz (9) wurde die Schleimhaut von Schweinedarm mit 0,04 n-Am- 
moniak extrahiert und mit Essigsiure das Mucin gefiallt. Auch 
diese Liésung war frei von Erepsin. Wir muBbten auf die villige 
Ausschaltung des Erepsin Wert legen, da wir die Trypin-kinase 
so lange einwirken lieBen, bis die Spaltung vollkommen beendet 
war. Die Trypsinlésung wurde mit 40°/, Enterokinaselésung aktiviert. 

Priifung auf Erepsinfreiheit. Die Trypsin-kinaselésung, die in Ver- 
such 3 beniitzt wurde, enthielt im cem 1,3 Trypsineinheiten, 5 cem gaben 
bei der Erepsinbestimmung mit Leucyl-glycin in 27 Stunden einen Aciditits- 
zuwachs von 0,06 ecm 0,2 n-KOH. 

10 ecem verbrauchten bei der Stickstoffbestimmung 9,28 ecm 0,1 n-HCl, 
gleich 12,98 mg N. 10 cem entwickelten mit salpetriger Siiure 7,70 cem N, 
(21°, 723 mm, 20 Min.), gleich 4,129 mg NH,-N, 31,8°/, vom Gesamt-N. 

Von dem Fermentpriparat, das fiir die anderen Versuche diente, gaben 
5 eem in 24 Stunden einen Aciditiitszuwachs von 0,02 bis 0,05 cem 0,2 n-KOH. 

Erepsin wurde aus der Schleimhaut von Schweinedarm nach 
K. Waldschmidt-Leitz und A. Schaffner (10) dargestellt. 

Fiir die Darstellung von Arginase hielten wir uns an die 
Vorschrift von 8S. Edlbacher (1). Ganz frische Kalbsleber wurde 
in der Hackmaschine zerkleinert, mit dem dreifachen Volum 
Glyzerin 24 Stunden bei Zimmertemperatur extrahiert und dann 
koliert. Vor dem Gebrauch wurde der Glyzerinextrakt jeweils 
mit dem gleichen bis doppelten Volum Wasser verdiinnt, filtriert 
und durch Zentrifugieren voéllig geklirt. Fiir die Zerlegung des 
gebildeten Harnstoffs in Ammoniak verwandten wir Arlco-Urease 
(The Arlington Chem. Co. Yonkers, N. Y.). 


2. Clupein B. 


Als Ausgangsmaterial diente das in der ersten Mitteilung be- 
schriebene Hydrochlorid des Clupeinesters B. Seine elementare 
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Zusammensetzung entspricht der Formel (,,H,5,0,,N,,Cl,, es ent- 
halt an Bausteinen 8 Molekiile Arginin und je ein Molekiil Alanin, 
Serin, Aminovaleriansiure und Prolin. Mit salpetriger Siiure spalten 
seine freien Guanidingruppen 2,22°/, Stickstoff vom Gesamtstick- 
stoff ab. Vor Beginn der Verdauung wurde der Ester durch n- 
Natronlauge verseift. 

Ungefiihr 3 g Hydrochlorid wurden in 15 cem Natronlauge bei Zimmer- 
temperatur gelést und 20 Minuten stehen gelassen. Darauf wurde die Lésung 
mit 13,5 eem n-Salzsiiure gegen Kresolrot auf p,;, 8,4 gebracht und auf 
150 ccm aufgefillt. 5 cem dieser Lésung verbrauchten bei der Bestimmung 
des Gesamt-N 16,89 cem 0,1 n-Salzsiiure, was 2,835 g Clupeinester im Ge- 
samtvolumen entspricht. Eine Spaltung irgendwelcher Bindungen war bei 
der kurzen Einwirkung der Natronlauge nicht eingetreten, da der freie Amino- 
stickstoff nicht zunahm. 5 cem entwickelten in 20 Minuten 0,9 cem N, (23°, 
725 mm) = 0,481 mg NH,-N, 2,03°/, vom Gesamt-N. 


3. Spaltungsversuche. 


Fir die einzelnen Fermente wurde das p,,-Optimum (‘T'rypsin- 
kinase p,, 8,4, Erepsin 7,8) in der Clupeinlésung und den Ferment- 
lésungen getrennt elektrometrisch eingestellt. Beide wurden eben- 
falls vor ihrer Vereinigung auf die Versuchstemperatur von 31° 
erwirmt. Durch zugesetzte Indikatoren wurden die Verinderungen 
des p,, kontrolliert, und soweit notwendig war, mit Natronlauge die 
optimale Reaktion wieder hergestellt. Wihrend der Kinwirkung 
der Trypsin-kinase wurde die Reaktion der Loésung regelmiibig 
bedeutend nach der sauren Seite hin verschoben. Die Menge 
Lauge, die zur Wiederherstellung der optimalen Reaktion zu- 
gesetzt war, wurde bei der Ermittlung des Aciditiitszuwachses 
in Rechnung gestellt. 

Zu jedem Versuch wurde eine Kontrolle unter den gleichen 
Bedingungen wie im Hauptversuch jedoch ohne Clupein angesetzt, 
um Kigenspaltungen der Fermentlésungen zu erkennen. Bei der 
Trypsin-kinase war keine zu beobachten. Dagegen trat bei der 
nachfolgenden Kinwirkung des Erepsins eine recht betrichtliche 
Hydrolyse ein. Ihre Werte fiir die Zunahmen an Aciditiéit und 
freiem Aminostickstoff wurden von denen des Hauptversuches ab- 
gezogen. Das Ende der Fermentwirkung wurde durch Zugabe 
neuer Fermentmengen sichergestellt. Vor Zusatz des Erepsins 
wurde die Aktivitiit des Trypsins durch 20 Minuten langes Er- 
warmen auf 75° aufgehoben. Wahrend dieser Operation trat 
keine Anderung der freien Aminogruppen und der Aciditiit ein. 
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Die Ergebnisse der Titration und der Bestimmung des freien 
Aminostickstoffs wurden jeweils auf die Menge Stickstoff in einem 
aliquoten ‘Teil des Ausgangsvolums umgerechnet, wobei die Volum- 
imderungen infolge der EKntnahme von Proben und des Zusatzes 
von Natronlauge zur Krhaltung der Reaktion beriicksichtigt wurden. 
Die Resultate wurden auBerdem noch in Gruppen ausgedriickt. 1/,, 
des Gesamtstickstoffs entspricht einer Amino- und einer Carboxyl- 
gruppe. '/,, des Gesamtstickstoffs ist eincm Mol Arginin iiquivalent. 


Versuch 1. 
A. Hydrolyse durch Trypsinu-kinase. 
140 ccm Clupeinlésung mit 662,47mg N, 20cem Trypsin-kinase (10,0'T-E.), 
0,55 cem n-NaOQH. Gesamtvolumen 160,55ccem, 10cem = 41,26mg N, py; = 8,4 
Temperatur 31°. 














= ©] Aciditiit eem| Aciditiits- : NH,- 
- - , Amino-N mg . a 
ae fo -] 0.2 n-KOH zuwachs © Zuwachs og 
se > 2 
= |e ber. f. her, f. 6 = 
2 § ; ‘cm cecem g 
SL. “ SI beob. 41,26 ng . ‘ (iruppen beob. 41,26ing 0 | Gruppen = L 
= 2 . . 2n} ° 
ea Ges.-N |?” | Ges-n [%??| re 
0 110,0] 0,50 0,50 | 
0 110,0 | 1,414 1,414 - 
0,25] Zugabe von 2,90 ecem n-NaOl & 
2 195.0 | 2,950 6,020 | 1,64 4,00 6 
19 | 5,0 | 3,626 7,406 | 2,14; 5,22 Aa 
48 | 5,0 | 4,075 8,315 | 2,46] 6,01 5 
48 710,07 1,92 2,97 2,47 6,038 be 
60 | 5,0] 0,97 2,99 2,49 | 6,08 




















Nach 48 Stunden wurden 110 cem entnommen mit 1,78 cem n-HCl auf 
Py 7,8 gebracht und 20 Minuten auf 45° erwiirmt, wobei die Aciditat sich 
nicht finderte. Das Gesamtvolumen betriigt nunmehr 111,78 eem, 10 eem 
enthalten 39,78 mg N = 444,70 mg Gesamt-N. 


B. Arginase nach Trypsin-kinase. 


10 cem des Hydrolysates wurden mit 5 cem Boratpuffer auf p,;, = 9,0 
gebracht, 3 cem Arginaselésung zugesetzt und 20 Stunden bei 38° stehen 
gelassen. Danach wurde 0,1 n-Salzsiure bis zu p,;,; = 7,0 (Neutralrot) zu- 
gegeben, Urease zugefiigt und weitere 3 Stunden bei 38° gehalten. Dann 
wurde mit 10 cem gesiittigter Sodalésung alkalisch gemacht und das Ammo- 
niak mit Wasserdampf iibergetrieben und titriert. Zur Bestimmung des 
Ammoniaks anderen Ursprungs wurden 10 cem Hydrolysat ohne Arginase, 
zur Bestimmung des bei der Hydrolyse mit Trypsin-kinase etwa entstandenen 
Ammoniaks und 10 cem der Kontrolle ohne Clupein aber mit Arginase zur 
Ermittlung des in den Fermentlésungen enthaltenen Ammoniaks angesetzt. 





Dic Werte wurden von denen des Hauptversuches abgezogen. 
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In zwei 


Versuchen betrug die Menge des Ammoniaks in Kubikzentimetern 0,1 n-HCl 
7,15 (Hauptversuch) —0,80 (Kontrollen) =6,35, bzw. 6,55 (Hauptversuch) 
— 0,85 (Kontrollen) = 5,70; das entspricht 4,02 bzw. 3,61 Mol. Arginin. 

In der gleichen Zeit spaltete dieselben Fermentmenge aus 10 ccm einer 
5,26°/, Lésung von Arginin-hydrochlorid unter den gleichen Bedingungen 
Ammoniakmengen ab, dic 17,20 cem bzw. 18,03 cem 0,1 n-HCl iiquivalent 
sind; das sind 34,4 bzw. 36,1°/, der Theorie. 


C. Erepsin nach Trypsin-kinase. 


15 cem des Hydrolysates von A, 10 cem Darmerepsin (0,008 E-I°.) Ge- 
samtvolumen 60 ccm, Gesamt-N 198,90 mg, py; = 7,8 Temperatur 31°. 





= &| Aciditiit ec oN crys 
o 9 ? a — Amino-N mg |NH,-Zuwachs 
= o =| 0,2n-KOH zuwachs 
o | 2s 
eo | &s]— — 
s 1S : ber, f. _— ber. f. —_ 
Z| E]beob. 41,26mg 0.9 MtuPren™) | beob./41,26 ng]. 5 .. , eneeen*) 
5 = Ges-N]| ’ | Ges.-N| 7 
0 |10,0] 2,46 3,06 | 
0 110,0 7,416 9,280 
24 | 5,0/1,91) 476 | 1,70! 3,86 
24 5,0 5,219 12,990 | 1,35 1,05 
58,5/10,0] 4,21 524 12,18 4,71 
53,5] 5,0 5,660 14,090 | 1,75 | 2,81 
67,5] 5,0] 2,14 5,33 12,27) 4,73 
67,5] 5,0 5,710 14,218 } 1,79 3,81 











Aciditiits- 











*) Nach Abzug der Spaltung im Kontrollversuch. 


Versuch 2. 


A. Hydrolyse durch Trypsin-kinase. 


Kontrolle 
ohne 
Clupein 


Zuwachs 
nach 70Stun- 
den: saure 
Gruppen 
0,39 ccm 
0,2 n-NIH,—-N 
0,25 cem 0,2 n 
in 10 cem 
Lésung 


100 eem Clupeinlésung mit 450,80 mg N, 20 cem Trypsin-kinase (14 T-E.). 


Volumen 120 ccm, py 8,4, Temperatur 31°. 


5 eem enthalten 





1 1,85 eem n-NaOQH 


oo 

a 3 

oO = 
alo, 
2 12k 
=a |—s 
i = = 
re) = §& 
PL “As¢ 

6 8 
0 5,0 
0 5,0 
36 5,0 
36 5,0 








Aciditiit ceem 


0.2 n-KOH 


| ber. f. 
beob. 18,78 mg 

| ON 
0,53 0,53 


1,23 | 1,66 





Aciditiits- 
zuwachs 
cem | | 
' Gruppen 
0,2n | a 
zugegeben 
1,13 | 6,07 





Amino-N mg 


| ber. f. 

beob.| 18,78 mg 
N 

0,805 0,805 
3,902) 3,958 





NH,- 
Zuwachs 


ccm | 
Gruppen 

0,2n 

1,12 | 6,02 


Y 
18,75 mg N. 
~ 
~~ 
~ 
-~ 
of 
on] 
o ® 
aad 
eo = 
9 a 
am 
= a 
~ 
ao 
~ 
bf 
ep 
2. 
yo ~ 
~ a 
_ 
— = 
a 
’ 
“4 8, 
oh 
a 














10 K. Felix und A. Lang, 


B. Erepsin naeh Trypsin-kinase. 


100cem Hydrolysat aus Tabelle A mit Salzsiiure auf py 7,8 gebracht, 
20 Min auf 75° erhitzt, die Aciditaét blieb dabei unveriindert; 10 cem Erepsin 
(0,012 E-E.). Volumen 115 ecm; py, = 7,8, Gesamt-N 369,40 mg, in 10 ecm 
82,12 mg N. Temperatur 31°. 





Aciditiit eem Aciditiits- 





























5 nee Amino-N mg . NH,- 
e|2- 0,2 n-KOH zuwachs Zuwachs Kontrolle 
Zils. ee ee wet pees oa nd ohne 
3/20 | ber. f. _— ber. f. Clupei 
Z| Z| beob./32,12mgl 9 4, : Gruppen*,} beob./32,12 mg] cem Gruppen *) — 

© | sg ? | a 

) oe ee is | : 
0} 10,0] 2,70 2,70 | pene ogy ; 
0} 10,0 | 8,220 8,220 hike ac f 

| gc 8 iM 

40/ 10,0] 4,19 4,19 | 1,49 4,38 ; ; etna 
43 | 10,0 | 11,470 11,470 | 1,15 3,26 |g on-NH,-N 
60]10,0] 4,40 4,40 1,70 | 4,87 0,19ecm 0,2n- 
607 10,0 12,022, 12,022 | 1,35 3,77 in 10 cem 
75 | 10,0 12,098 12,098 | 1,38 3,77 Lésung 


*) Nach Abzug der Spaltung im Kontrollversuch 


(. Arginase nach Erepsin- und Trypsin-kinase. 


Die Bestimmung des durch Arginase spaltbaren Argining wurde im 
wesentlichen so ausgefiihrt, wie sie im Versuch 1 beschrieben ist. Wir 
lieBen die Arginase 24 Stunden, die Urease 4 Stunden einwirken. 


10 ecm Hydrolysat B 
+5 cem Boratpuffer (p,,; = 9,0) 
+3cem Arginase gaben 10,75 bzw. 10,45 cem 0,1/n-NH, 


10 cem Hydrolysat B 
+5 ccm Boratpuffer 
+3 cem Wasser gaben 0,05 bzw. 0,00 cem 0,1/n-NH, 





10 cem Kontrollésung B 
+-5 cem Boratpuffer 
+3 cem Arginase gaben 0,57 bzw. 0,61 cem 0,1/n-NH, 


10 eem 5,26°/, Arginin-HCl 

+5 ccm Boratpuffer 

+3cem Arginase gaben 17,10 bzw. 19,86 cem 0,1/n-NH, = 34,2 
bzw. 39,7°/, d. Th. 


Im ersten Versuch betriigt die Abspaltung von NH, aus Arginin 
10,13 cem 0,1 n, im zweiten Versuch 9,84 ccm 0,1 n, was 7,96 und 7,73 Mol. 
Arginin entspricht. 





PRIMERS Se 


en 
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Versuch 38. 
A. Hydrolyse durch Trypsin-kinase. 
125 cem Lésung von Clupeinester mit 861,49 mg N, 15 cem Trypsin- 
(9 














kinase (20 T-E.). Volumen 140 ecm, p;, = 8,4. Temperatur 31°. 
© 5| Aciditit ccm} Aciditiits- ee > 
= |» -=| 0,2 n-KOH zuwachs “™S5 | Zuwachs a 
eo _ — a eo 
ses ber. f. _ ber. f. 3 s 
PR i = beob. 61,54 mg] “Gruppen beob. 61,54 mg won Gruppen} => 
3 S | N Q,2n N 0,2n 2 
0 |10,0] 0,91 0,91 | 
0 | 10,0 3,050 3,050 | 
0,25 1,74 cem n-KOH dazu- | -) 
gegeben = 
21,5 | 5,0] 1,98! 4,72 | 3,81 6,24 | | é. 
22,0 | 5,0 6,003 12,180 | 3,26) 5,34 c 
33,3 | 5,0] 2,08 4,93 | 4,02) 6,58 | 5 
50,0 | 5,0 6,510 13,232 | 3,63) 5,94 < 
50,0 | 5,0] 2,17 5,12 | 4,21 6,98 | 
80,0 | 5,0] 2,23 5,23 | 4,32 17,07 | 




















Eine unter den gleichen Bedingungen angesetzte Kontrolle ohne Try psin- 
kinase zeigte, daB der Clupeinester in 16 Stunden bei p,, = 8,4 spontan ver- 
seift wird. 

B. Arginin nach Trypsin-kinase. 
Die Bestimmung wurde nach 50 Stunden der Trypsin-kinase-Wirkung 
in einer Probe wie in Versuch 2 ausgefiihrt. 
5 cem Hydrolysat A 
+5 ccm Boratpuffer 
+3 cem Arginase gaben 5,40 ecm 0,1/n-NH, 


5 ecm Hydrolysat A 
+5 cem Boratpuffer 
+3 cem Wasser gaben 0,00 cem 0,1/n-NH, 


5 eem Kontrollésung A 
+5 cem Boratpuffer 
+3 ecm Arginase gaben 0,57 cem 0,1/n-NH, 
10 cem 5,26°/, Arginin- HCl 
+5 eem Boratpufier 
+3 ccm Arginase gaben 18,75 cem 0,1/n-NH, = 37,5°, d. Th. 
Die Spaltung betriigt somit 4,83 cem 0,1 eem 0,1 n-NH, = 4,03 Mol. 
Arginin. 
C. Erepsin nach Trypsin-kinase. 
80 cem Hydrolysat aus Tabelle A nach 50 Stunden entnommen und 
20 Minuten auf 75° erwiirmt, keine Anderung der Aciditit, 5 ecem verbrauchten 
2,18 cem 0,2/n-KOH. Die restlichen 75 ccm wurden mit Salzsiure auf pj, 
7,8 gebracht und 9 ccm Erepsin (0,025 E-E.) zugesetzt. Gesamtvolumen 
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=85 cem, Gesamt-N 454,92 mg, 10 cem 


ratur 31°. 
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53,52 mg N. 





Py = 7,8, Tempe- 





Stunden 








*) Nach Abzug 














der Spaltung im Kontrollversuch. 





In 10 cem Lésung 


Stunden, 


Aciditiitszuwachs cem 


0,2 n-KOH . 


NH,-Zuwachs ecm 0,2 n 


16 


0,05 








Kontrolle ohne Clupein 


~ 


62 


| 40 


0,15 0,20 


Versuch 4. 


64 90 





0,10 


A. Hydrolyse durch Trypsiu-kinase. 


=| = Aciditat ecm Aciditiits- ; : ale 

2 “| 0,2 n-KOH isiaindtilie NH,N ing NH,-Zuwachs 
e 5 ber. f. ber, f. 
“ = beob. 61,54 ng _— Grappen*) | beob. 61,54mg _— Gruppen *) 
3 2 N 0,2n) N 0,2n 

10,0 | 4,11 4,52 | 

10,0 12,280 14,110 

5,0 3,05 7,01 2,49 3,91 

5,0 8,870 20,041 | 2,24 | 3,54 
10,0 | 6,59 7,58 | 3,06 4,73 

5,0 | 3,33 7,67 13,15) 4,83 

10,0 18,211 20,962 2,44 3,83 
10,0 | 6,71 7,72 3,20 4,85 

10,0 18,165 20,900 2,42 3,77 








40 ccin Clupeinlésung mit 208,02 mg N, 10 ccm Trypsin-kinase (10,0 T-E.) 
Gesamtvolumen 50 eem, in 5 cem 20,80 mg N, py = 8,4, Temperatur 31°. 





Stunden 





5, 


D, 


Zur Analyse ent- 





5] Aciditiit cem 
~1 0,2 n-KOH 

> | ber, f. 
= 

=| beob. 20,80 mg 
= N 


a 
_— 
oe 


1,02 cem n-NaOQH 


0 | | 


Aciditits- 
zuwachs 
eem 


| Gruppen 
0,2 n | — 





Amino N mg 


| ber. f. 
beob.| 20,80 mg 
| N 


0,992| 0,992 








4,350) 4,455 


NH,- 


Zuwachs 


| 
cem | Gruppen 





1,241 6,00 





! 


(ae 


| Kontrolle ohne 
Clupein 


keine 
Spaltung 








7,8 gebracht und 20 Minuten auf 75° erwiirmt. 
Volumen 45,38 ccm Gesamt-N 162,74 mg, 5 ccm 


Uber Clupein. 





B. Erepsin nach Trypsin-kinase. 


40 cem Hydrolysat aus Tabelle A wurden mit 0,38 cem HCl auf py, 
5 ecem Erepsin (0,020 E-E.), 


17,93 mg 


N. 





Stunden 














& 2] Acidititcem | Aciditiits- — 
vy ; Amino N mg 
2 =| 0,2 n-KOH zuwachs 
yr hires. x. : : ee ae ee 
rt 
5 o ber. f. ber. f. 
ae ecm 
~ =| beob.'20,80mg],,,. Gruppen} beob. 20,80 mg 
2 | 0,2n oe 
N = N N 

| | 
5,0 | 1,29 1,50 
5,0 3,981 4,619 
5,0 5,601 6,495 
5,0 6,040 7,008 
5,0} 2,86 2,62 41,12 4,85%*) 





NH,- 
Zuwachs 
cem 


(iruppen 
0,2n 


0,67 
0,85 


‘ m* 
3,15") 


3,88 *) 





Kontrolle 
ohne 


Clupein 


Zuwachs n. 45 Stun- 
den saure Gruppen 
0,12 cem 0,2 n- 
KOHNIL,N 0,05 cem 


0,2 n in 5eem Lisg. 


*} Nach Abzug der Spaltung im Kontrollversuch. 


(. Arginase nach Erepsin und Trypsin-kinase. 
Zur Bestimmung des durch Arginase spaltbaren Arginins dienten 7,5 ecm 


des Hydrolysats B. 


7,5 ecm 
+5 ecm 
+3 ecm 
7,5 cem 
+5 eem 
+3 ecm 
7,5 eem 
+5 cem 
+3 ecm 
10 cem 
+5 ecm 
+3 ecm 


Hydrolysat B 
Boratpuffer 
Arginase gaben 
Hydrolysat B 
Boratpuffer 
Wasser gaben 
Kontrollésung 
Boratpuffer 
Arginase gaben 


Gesamt-N 26,90 mg. 


8,24 cem 0,1 n-NH, 


0,00 cem 0,1, 


0,45 ecm 0,1 


5,26°/, Arginin-HCl 


Borat puffer 
Arginase gaben 


n-NH, 


n-NH, 


18,19 cem 0,1/n-NH, = 36,4°/, d. Th. 
Die Spaltung betriigt 7,79 cem 0,1/n-NH, = 7,31 Mol. Arginin. 


4. Versuche uber die direkte Einwirkung von Arginase auf Clupein. 


Versuch 1. 


2,5 g Clupeinesterhydrochlorid werden in 50 cem Wasser gelist. 5 cem 
bei der Bestimmung des Stickstoffs 44,20 cem 0,1/n-HCl 


verbrauchten 


=61,92 mg N. 


diese Lésung 


ein. 


2 Stunden bei 38° einwirken gelassen. 


10 eem 
+5 ecm 
+5 eem 

10 eem 
+5 ecm 
+5 cem 


Clupeinlésung 
Boratpuffer 
Arginase gaben 
Clupeinlésung 
Boratpuffer 
Wasser gaben 


0,63 ecm 0,1 


n-NH, 


0,20 cem 0,1 n-NH, 


Die Arginase wirkte 18 Stunden bei p,,; 9 und 388° auf 
Darach wurde das p,, auf 7,0 gebracht und Urease 
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10 ecem 
+5 cem 
+5 ecm 

10 eem 
+5 ccm 
+5 ecm 





K. Felix und A. Lang, Uber Clupein. 


Wasser 
Boratpuffer 
Arginase gaben 
1°/, Argininlésung 
Boratpufter 
Arginase gaben 


0,31 cem 0,1/n-NH, 





11,47 cem 0,1/n-NH, = 100°/, d. Th. i 


Die Spaltung war auBerordentlich gering, 0,12 eem 0,1/n-NH,. Wire 
1 Mol. Arginin aufgespalten worden, so hitten sich ?/,, des Gesamt-N in 
Form von Ammoniak bestimmen lassen miissen, das sind 4,91 eem 0,1/n-NH,. 


Versuch 2. 

0,75 g Clupeinesterhydrochlorid werden mit 5 cem/n-NaOH bei Zimmer- 
temperatur verseift, neutralisiert und auf 15 ccm aufgefiillt. 2 cem ver- 
brauchen bei der Bestimmung des Stickstoffs 18,00 ccm 0,1/n-HCl=25,21mgN. 
Im iibrigen war die Anordnung wie in Versuch 1. 





6 ¢em 
+5 eem 
+3 cem 

6 ccm 
+5 ecm 
+3 ccm 

6 cem 
+5 ecem 
+3 cem 

10 ecm 
+5 cem 


Clupeinlésung 

Boratpuffer 

Arginase gaben 0,48 cem 0,1/n-NH, 
Clupeinlésung 

Borat puffer 


Wasser gaben 0,20 eem 0,1/n-NH, 


Wasser 
Boratpuffer 
Arginase gaben 0,20 cem 0,1/n-NH, 
1°, Argininlésung 

Boratpuffer 


+3cem Arginase gaben 11,40 cem 0,1/n-NH, = 100°/, d. Th. 
Die Spaltung war in diesem Versuch noch geringer und betrug nur 
0,08 eem 0,1/n-NH,. Die Abspaltung eines Molekiils Arginin wiirde 3,00 ecm 
0,1/n-NH, verlangen. 
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Uber den Aktivator Z und seine Stellung zum Zuwachsfaktor 
der Hefe, Bios, und den Vitaminen B. 
Von 


Tore Philipson. 


Mit 6 Figuren im Text. 
(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 18. August 1930.) 


I. Besprechung und Kritik friherer Arbeiten. 


Unter den mannigfaltigen, wasserléslichen, physiologisch wich- 
tigen Faktoren, die in einem Hefenextrakt enthalten sind: Co- 
Zymase, Vitamine B, Bios u.a. haben Euler und Swartz?) 
im Jahre 1924 noch einen Faktor entdeckt und mit dem Namen 
Aktivator Z bezeichnet, der besonders dadurch gekennzeichnet ist, 
daB er die Girung frischer Hefe wesentlich beschleunigt. 

Dieser Faktor ist auBerdem besonders durch seine grobe 
Bestindigkeit gegen Hitze sowie gegen Séuren und Alkalien 
charakterisiert. Die Untersuchungen sind von Kuler und Myr- 
back?) fortgesetzt worden, sie haben die Nichtidentitait von Z 
mit Co-Zymase vollig dargelegt. 

Ein Hefekochsaft, der bis zum Zerstéren der Co-Zymase gekocht war, 
hatte dieselbe Z-Wirkung wie vorher. Ein gereinigtes Co-Zymasepriiparat 
hatte dagegen auf die frische Hefe keine giirungsbeschleunigende Wirkung. 
Dieses Priparat war durch Reinigung des Kochsaftdialysates mit Blei- und 
Quecksilbersalzen und nachher durch Ausfillung mit alkalischer Silbernitrat- 
lésung hergestellt worden. Da es sich ergibt, daB Behandlung mit Blei- und 
Quecksilbersalzen in saurer Lésung den Aktivator Z nicht ausfillt, so sind 
dadurch diese beiden Faktoren voneinander vollig unterschieden, weil die 
Co-Zymase vom Quecksilber gefallt wird. 

Die weiteren Versuche iiber diesen Aktivator von Euler, Brunius 


und Proffe*) enthalten eine systematische Durchmusterung der Reinigung 
des aktiven Teils auf Grund der friiheren Versuche. Die Versuche sind 





1) Diese Z. 140, 146 (1924). 
2) Diese Z. 141, 297 (1924); 176, 258 (1928). 
*) Diese Z. 178, 202 (1928). 
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mit dem Dialysat eines konzentrierten Hefekochsaftes ausgefiihrt. Es sind 
verschiedene Metallsalze gepriift: neutrales und alkalisches Blei, Quecksilber, 
Baryt, Phosphorwolframsiiure u. a. Als allgemeines Resultat geht hervor, 
daB durch diese verschiedenen Fiillungsmittel eine gewiase Reinigung des 
aktivierenden Faktors erzielt wurde, niimlich yon HA = 3,3 bis HA = 0,4. 
iis méchte bemerkt werden, daB mit Baryt eine Aufspaltung erhalten wurde, 
die aber nicht immer reproduzierbar war. Von den gepriiften Reagentien 
wirkte indessen keines eindeutig  fillend. 

Zu denselben Ergebnissen kamen auch Euler und Johansson!) 
bei einer Untersuchung iiber den Z-Gehalt in Leber und Lebercarcinom, 
dadurech daB der Reinigungseffekt der verschiedenen Salze bei ihren Leber- 
extrakten und beim Hefekochsaft derselbe war. AuBerdem ergab sich, dab 
das pathologische Gewebe nur etwa die Hiilfte des Aktivatorgehaltes des 
normalen aufwies. ”) 

Neben diesen priiparativen Versuchen ist auch eine Reihe 
von Verbindungen auf ihre eventuelle giirungsaktivierende Wir- 
kung gepriift worden. Euler und Myrbiick haben die Wirkung 
von Aminosiiuren und hexosemono- und diphosphorsaurem Na 
untersucht. Diese Substanzen itibten auch in hohen Konzentrationen 
nur kleine Wirkung auf die Girfihigkeit der Hefe aus, so dab 
man die Z-Wirkung darauf nicht zuriickfiihren kann. 

Weiter sind von Euler und Johansson Na-Glycerophosphat 
und inositphosphorsaures Na untersucht. Diese hatten auch keinen 
Kitekt ebenso wenig wie Glycerin. Dagegen aber ergab sich, dab 
Inosit eine nicht zu verkennende Wirkung ausiibte, so daB man 
vermuten kinnte, daB diese Substanz wenigstens einen Teil des 
Aktivators ausmacht. 

Schon lingst ist es bekannt, daB Hefenextrakte einen beschleu- 
nigenden KinfluB auf die Entwicklung der Hefe ausiiben. Dies war 
die Beobachtung von Wildiers®), die nach der Veréffentlichung 
iiber Kine neue fiir die Entwicklung der Hefe notwendige Sub- 
stanz“, das ,,Bios“, zu einer Streitfrage AnlaB gab. Wenige Ar- 
beiten in neuerer Zeit haben auf diesem Gebiet eine so lebhafte 
Diskussion erzeugt, wie diejenige Wildiers. Im Laufe der 30 Jahre, 
die seit dieser Entdeckung verflossen sind, haben die Forscher 
groBe Miihe darauf verwendet, diese Resultate zu bestitigen und 
die Kenntnis iiber Bios zu erweitern, Im Jahre 1925 erschien 


1) Sv. Kem. Tidskr. 40, 209 (1928). 

*) Meine beobachteten HA-Werte stehen mit den friiher von Brunius, 
Proffe u. Johansson angegebenen nicht in Ubereinstimmung. Dies riibrt 
teils daher, daB eine andere Oberhefe zur Messung verwendet wurde, teils 
daher, daB meine Girlésung doppelt soviel Glucose enthielt, als es bei den 
friiheren Versuchen der Fall war. 

) La Cellule 18, 313 (1901). 
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von F, W. Tanner eine ausfihrliche Zusammenfassung iiber den 
damaligen Stand der Biosfrage und die friiheren Arbeiten und 
Theorien in einem Aufsatz: ,The Bios question“.!) Seit dieser 
Zeit ist man wenigstens dariiber einig, dab es einen ganz spezi- 
fischen Zuwachsfaktor der Hefe gibt. Von nun an treten auch die 
Reinigungs- und Isolierungsversuche in den Vordergrund. 

Es sind in dieser Richtung die Arbeiten von Miller und Mitarbeitern 
zu verzeichnen. Nach einer vorliufigen Mitteilung von Miller erschien 
eine ausfiihrliche Arbeit von Lucas’), die eine Methode zur Aufspaltung 
des Bios in zwei Komponenten enthilt. Die Fraktionierung wird durch 
Barytfillung in 65°/,igem Alkohol ausgefiihrt. Es wird u. a. angegeben, 
daB die Fillung (Bios I) durch alkalisches Blei und Bleiessig fillbar ist. 
Nach einer Methode von Sims wird das Bios I auch durch Bleiacetat und 
Ammoniak gefillt. Aus einem so hergestellten Priiparat ist es Mib East- 
cott*) gelungen, durch Verkohlung mit Salzsiiure eine hochaktive Substanz 
herzustellen, die sich als inaktiver Inosit identifizieren lieB, der also das 
Bios I sein sollte. 

Zu einem etwas anderen Resultat sind Eddy und Mitarbeiter‘) ge- 
kommen. Aus einem Hefenextrakt stellen sie eine Substanz her, die hoch- 
aktive Bioseigenschaften aufweist. Das Hauptgewicht ihrer Methode liegt 
auf der ausfillenden Wirkung eines Fe-Hydrosols. Bemerkenswert ist ihre 
Angabe, daf ihr Produkt in warmem absolutem Alkohol léslich ist, was den 
iibereinstimmenden Angaben der friiheren Verfasser iiber die Léslichkeit 
des Bios in starkem Alkohol widerspricht. Spiter hat Kerr*) eine Mit- 
teilung iiber die weitere Bearbeitung dieses Produktes publiziert. Er hat 
das Priparat in drei voneinander verschiedene Substanzen: A!pha-, Beta- 
und Gammabios aufgeteilt, von welchen wenigstens die zwei ersten, jede 
fiir sich, Bioswirkung besitzen ®). 

Noch andere Ergebnisse sind von Williams und Mitarbeitern’) er- 
zielt worden. Bei einer Behandlung eines alkoholgefillten Hefeextraktes 
mit Fullererde wurde die Biosaktivitét zerstért, wurde aber durch Zusatz 
des Filtrates zum Extrakt des Adsorptionsmittels zuriickerhalten, was also 
auf eine Aufspaltung des Aktivators deutet. Spiiter’) wurde die weitere Ent- 
wicklung dieser Methode mitgeteilt. Es wird dabei ausgesprochen, dat 
Inosit keine von ihren Fraktionen ersetzt. Die Verfasser behaupten, da8 
die Wirkung des Inosites bei Eastcott Verunreinigungen zuzuschreiben 
ist, die also auch in dem Kahlbaumschen Priparat vorhanden wiiren, da 
ja dieses aus pflanzlichem Material hergestellt ist. 

In einem jiingst publizierten Aufsatz hat Narayanan® iiber die 


1) Chem. Rev. 1, 397, (1925). 

*) J. of Phys. Chem. 28, 1180 (1924). 

*) J. of Phys. Chem. 32, 1094 (1928). 

*) J. Am. Chem. Soe. 46, 2846 (1924). 

°, Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 25, 344 (1928). 

®) Peskett, Ebenda S. 340. 

*) J. Am. Chem. Soe. 49, 227 (1927). 

8) Williams, Warner u. Roehm, J. Am. Chem. Soc. 51, 2764 (1929 

*) Biochemic. J. 23, 6 (1930). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. ©XCILII 
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chemische Reinigung von Bios Mitteilung gemacht. Diese wurde anliBlich 
einer vergleichenden Untersuchung iiber Bios und Vitamin B, durchgefiihrt. 
Seine Methode ist nur ein Reinigungsverfahren. Doch mége bemerkt werden, 
daB er dieselbe Beobachtung wie Williams und M. macht, daB Phosphor- 
wolframsiiure Bios ausfillt. Dagegen hat er keine von den Reagen- 
tien verwendet, die von anderen Forschern als Fraktionierungsmittel ge- 
funden wurden. Das a-Bios und §-Bios von Eddy sowie Inosit zeigen bei 
ihm keine Wirkung. 

Wie ersichtlich sind die Resultate verschiedener Forscher 
ganz ungleich beziiglich der bei der Aufspaltung des Bios in 
Komponenten resultierenden Priiparate. Die Ansichten gehen aus- 
einander, aber es scheint doch festgestellt, da& Bios keine ein- 
heitliche Substanz ist, sondern aus mindestens zwei Komponenten 
besteht. Dies hat die Vermutung veranlat, daB es sich um ver- 
schiedene Faktoren handelt, die verschiedene Kigenschaften besitzen. 
In der letzten Zeit hat man auch bemerkt, dab verschiedene 
Hefen einen ungleichartigen Bedarf an Zuwachsfaktor haben. 

Diesem Problem ist von MiB’ Copping') eine Untersuchung gewidmmet, 
indem sie den Zuwachs verschiedener Heferassen, von wilden bis zu hoch- 
kultivierten Sorten, untersucht, Im Niihrsubstrat ohne Zusatz von irgend- 
welcher beschleunigenden Substanz wuchsen die wilden Rassen etwa normal, 
die kultivierten aber sehr wenig. Nach Zugabe von Hefekochsaft war der 
Zuwachs bei allen Hefen normal. Die Lésung, in der die wilden Rassen 
gewachsen waren, konnte dann den kultivierten als eine gute Quelle fiir 
Zuwachsfaktor dienen. 

Schon Eddy entdeckte, dab Hefen auf verschiedene Weise gegen 
Biospriiparate reagieren. In seinem ersten Aufsatz teilt er mit, daB eine 
Unterhefe sehr empfindlich gegen Bioszusatz war, dagegen eine Oberhefe 
viel weniger reagierte. Lucas hat das Bios Eddys auf seine Hete ge- 
priift, die aber keine Reaktion zeigte. Kine Kultur Eddyscher Unterhefe 
gab aber befriedigende Resultate sowohl mit dem Bios Eddys als mit seinen 
eigenen Priiparaten. Dieses Verhalten hat offenbar Williams bemerkt, 
indem er sich in seiner letzten Arbeit viel Miihe gibt, eine so hochempfind- 
liche Hefe wie méglich fiir seine Versuche auszusuchen. Er hat aber die 
Konsequenz aus seiner Kritik an der Arbeit von Eastecott nicht ge- 
zogen, da er auch die Hefe von dem Laboratorium Millers hiitte priifen 
sollen. 

Die Forschungsgeschichte des Bios zeigt, daB es mit Vita- 
min B und damit der antineuritischen Substanz in enge Beziehung 


gesetzt wurde. 

Es war damals Roger Williams, der zum erstenmal aussprach, dab 
Bios und dieses Vitamin identisch wiiren. Die erweiterte Kenntnis speziell 
iiber den antineuritischen Faktor hat aber einwandfrei bewiesen, da8 auf 
der einen Seite das Vitamin gegen die Hefe keine zuwachsbeschleunigenden 
Eigenschaften hat und auf der anderen, da® Biospriiparate keine antineu- 


') Biochemie. J. 23, 1050 (1929). 
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ritische Wirkung besitzen. Auch der Faktor Z ist mit Vitamin B in Zu- 
sammenhang gesetzt und auf seine antineuritische Wirkung gepriift worden, 
aber mit negativem Erfolg. 

Die Forschung hat nun dargelegt, dab das Vitamin B aus mehreren 
Substanzen mit verschiedenen physiologischen Effekten besteht. Nach dem 
englischen Vorschlag wird die Auffassung so formuliert, dab Vitamin B 
die Bezeichnung einer ganzen Gruppe von wasserlislichen Faktoren ist. 
Die einzelnen Glieder werden mit B,, B, u.s. f. bezeichnet. Vitamin 5, 
ist also die antineuritische Substanz, Vitamin B, ist der von Goldberger 
und M. entdeckte Antipellagra- oder P-P-Faktor. Die Existenz eines dritten 
Faktors ist bis jetzt nur konstatiert worden. Nach einem Vorschlag von 
Sherman') werden diese zwei Faktoren mit Vitamin F bzw. G bezeichnet 
Kinigkeit in dieser Hinsicht ist noch nicht erreicht. 

Wenn also die antineuritische Substanz von sowohl Bios als Faktor Z 
abgegrenzt ist , so hat aber die Entwicklung der Kenntnis iiber das Vitamin B 
der letzten Jahre?) noch einmal diese Beziehung aktualisiert, wohl aber auf 
andere Weise. Das Studium iiber den 8,-Faktor hat ergeben, da®B man 
weib, daB er viel bestiindiger gegen Alkali und Hitze ist als der antineu- 
ritische. Autoklavenbehandlung von Hefepriiparate bei 120° wiihrend ein 
paar Stunden zerstért vollstiindig den B,-Faktor, aber nur weniger als die 
Hiilfte des B,. (Diese Methode ist die bisher am hiiufigsten gebrauchte um 
B,-freie B,-Praparate fiir Tierversuche herzustellen.) Die bisher ausfiihr- 
lichsten Versuche iiber die chemische Reinigung sind von MiB Chick und 
Mitarbeitern*®) ausgefiihrt. Sie haben die Methode von Kinnersley und 
Peters‘) verwendet, die zu gereinigten B,-Priparaten fiihrt. Dabei ergab 
sich, daB durch nachfolgende Fillung mit neutralem PbAc, Baryt und HgSO, 
der B,-Faktor vollstiindig aus dem Filtrat entfernt wurde, wobei B, darin 
zuriickbleibt. Die Verfasser geben aber an, daB die Ausfillung mit Blei 
bei keinem p,;; quantitativ war (alkalische Fillung gab Beimengung von B,). 

Uber die Rolle des Bios ist bisher wenig in der Literatur erschienen. 
Peters und Mitarbeiter®) geben doch an, da ihr B,-Priparat noch volle 
Bioswirkung besitzt. Deswegen kénnen dem Faktor B, keine Bioseigen- 
schaften zugeschrieben werden, Drummond und Narayanan®) haben 
kiirzlich die Untersuchung dieses Problems aufgenommen. Sie geben an, 
daB die Fillung mit neutralem Bleiacetat den ganzen B,-Faktor mitnahm. 
Das Filtrat enthielt aber quantitativ das Bios, was die Nichtidentitit 
bestitigt. 

Beziiglich des dritten Faktors des Vitamin B-Komplexes weichen die 
verschiedenen Resultate voneinander ab. Die erste Arbeit dariiber von 
Hunt’) gibt wegen gewisser Unregelmibigkeiten keine Grundlage fiir einen 


1) J. of biol. Chem. 75, 207 (1927). 
?) Eine ausfihrliche Zusammenfassung iiber das Vitamin B-Problem ist 
kiirzlich erschienen: Kruse u. McCollum, Physiol. Rev. 9, 126 (1929). 

3) Biochemie. J. 23, 504 (1929). 

4) Biochemic. J. 21, 777 (1927). 

5) Biochemie. J. 22, 445 (1928). 

%) Biochemic. J. 24, 19 (1930). 

‘) J. of biol. Chem. 79, 723 (1928). 
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Vergleich. Mi’ Reader’) teilt mit, daB sie die Existenz cines sehr wiirme- 
empfindlichen Faktors der B-Gruppe nachgewiesen hat. In einem kiirzlich 
publizierten Aufsatz’) wird angegeben, daB dieser B,-Faktor bei der 
Kinnersley-Petersschen Methode durch die Quecksilberbehandlung aus- 
getiillt wird. Kinnerley und Peters’) haben ihr fritheres B,-Priiparat 
einer weiteren Untersuchung unterworfen. Eine Fillung desselben mit neu- 
tralem PbAc, gab einen unerklirlichen Verlust an Aktivitiit und eine iihn- 
liche Erscheinung trat mit alkalischem Silbernitrat auf, was ihnen zu der 
Vermutung der [xistenz mehrerer Substanzen im Faktor B, Veranlassung 
gab. In deutlichem AnschluB an dieser Beobachtung ist von Drummond‘) 
die Doppelnatur des Vitamin B, untersucht. ks ergab sich dabei, daB mit 
Goldchloridfaillung eine Zerstérung des antineuritischen Kffektes eintrat, der 
aber bei Vereinigung der Fillung und des Filtrates rekonstruiert werden 
konnte. Dies deutet auch auf eine komplexe Natur des Vitamin B,, obschon 
noch nichts niiheres dariiber gesagt werden kann. 

Die Entdeckung und weitere Erforschung des spezifischen 
Girungsaktivators Z sowie die Beobachtung, daB Inosit eine ver- 
stiirkende Wirkung aut die Girung ausiibte, zusammengenommen mit 
dem Resultat MiB Eastcotts, dab Inosit eine Komponente des 
Bios sein kénnte, macht es notwendig, eine weitere Kenntnis iiber 
die Kigenschaften und Zusammensetzung des Faktors Z zu er- 
halten. Ks war somit das Ziel dieser Arbeit einen Vergleich des Z 
mit Bios und Vitamin B, auszufiihren sowie eine erweiterte Auf- 
fassung iiber die Natur des Aktivators und die Rolle des Inosits 


zu erhalten. 
II. Methodisches. 

Bei den Versuchen sind die aktivierenden Kigenschaften der hergestellten 
Priiparate auf die bei den friiheren Versuchen iiber diesen Aktivator ver- 
wendete Oberhefe KR) hinsichtlich Giirung und Zuwachs gepriift. Sowohl 
die Giirungsversuche als auch die Zuwachsversuche wurden in einem Girungs- 
thermostaten von der beim hiesigen Laboratorium gewohnlichen Konstruktion 
ausgefiihrt. Beim Beginn dieser Arbeit wurde beobachtet, daB die Aus- 
schliige gegen den Aktivator nicht groB genug waren, was vielleicht die 
Ursache in einer geringeren Empfindlichkeit der Hefe, als sie bei den letzten 
Versuchen beobachtet wurde, haben kann. Deswegen ist die Zusammen- 
setzung der Giirungsmischung etwas geindert, so daB die entwickelten 
Kohlendioxydmengen etwas gréBer wurden. Die Suspension hat folgende 
Zusammensetzung: 

2 g Glucose + 25 cem dest. Wasser + 1 g Hefe. 
Davon wurde zu jedem Girréhrchen 1 ccm genommen. In diese kam dazu 
x cem Aktivatorlésung + (1 — x) cem Wasser. Die Versuchstemperatur war 30°. 





1) Biochemic. J. 23, 689 (1929). 

*) Reader, Biochemie. J. 24, 77 (1930). 

5) Ebenda 22, 419 (1928). 4) Ebenda 23, 880 (1929). 

°) Dem Herrn Oberingenieur H. Brahmer, Stockholms Norra Jistfabrik, 
spreche ich hiermit fiir die Freundlichkeit, tiiglich Hefe zur Verfiigung zu 


stellen, meinen verbindlichsten Dank aus. 
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Die Ablesung der gebildeten Kohlensiiuremengen wurde nach 75 Minuten 
angefangen und wurde jede Viertelstunde wiederholt. Die Versuchszeit ist 
3 Stunden. Aus den Ablesungen wurden wie vorher die Giirungsgeschwindig- 
keiten in cem CO,/Stunde ermittelt, die danach graphisch eingezeichnet 
wurden. Der Verlauf dieser Kurven ist derselbe wie von Euler, Brunius 
und Proffe angegeben ist. Sie verlaufen also auch hier in keinem Teil 
geradlinig, sondern sind auf dem ganzen Verlauf gekriimmt, bis sie in den 
Grenzwert iibergehen. In den Fiillen, wo die Reinheit der Priiparate an- 
gegeben ist, ist also auch dieselbe Berechnungsmethode wie bei den genannten 
Autoren benutzt. Die ,,Anzahl Z-Kinheiten“, die bisweilen angegeben sind, 
sind die reziproken H. A.-Werte in Kubikzentimeter und mit den beziiglichen 
Volumen in Kubikzentimeter multipliziert. 

Die Methodik der Zuwachsversuche ist folgende. Ks ist derselbe 
Girungsthermostat benutzt. Ebenso ist auch das Volumen der Girungs- 
suspensionen in den Réhrchen dasselbe: 2 ccm. Ihre Zusammensetzung ist 
aber eine etwas andere. 

2g Glucose werden in 25 cem einer (sterilen) Lisung, die 1°), Harn- 
stoff und 0,2°/, primiiren Kaliumphosphat enthilt, gelést. In dieser Lisung 
werden 0,2 g Hefe genau suspendiert. Dann kommt wie vorher 1 cem der 
Suspension in jedes Réhrchen, das voraus x ecm Aktivatorlésung + (1 — x) eem 
Wasser enthielt. 

Die Temperatur war auch hier 30° und die Rohre wurden 5'/, Stunden 
geschiittelt. Diese zweckmiBigste Versuchsdauer wurde wie folgt ermittelt. 
Es ist, wenn es sich um einen Vergleich zwischen verschiedenen Aktivator- 
mengen, wie es hier ausgefiihrt ist, handelt, unbedingt notwendig, dab der 
Vorgang (der Zuwachs), ehe das Nihrsubstrat verbraucht ist, abgebrochen 
wird. Nun hat sich bei den Giirungsversuchen erwiesen, daB die Giirung 
mit konstanter Geschwindigkeit bis zu einem CO,-Volumen von 16 cem geht, 
wonach sie beinahe aufhért. Der Zucker ist also bei diesem Volumen ver- 
braucht. Bei 15 cem entwickelter Kohlensiiure bleibt also noch etwas Zucker 
zuriick. Die Versuchszeit wurde somit an dem Priiparat, das die héchste 
Giirungsgeschwindigkeit hatte, bestimmt, und das ist das unbehandelte 
Ausgangsmaterial (Dialysat), das in 5'/, Stunden 15 cem Kohlensiiure mit 
der obengenannten Suspension und 1 cem Aktivatorlisung entwickelte. 

Nach dieser Zeit wurde der Inhalt der Rohre in Kélbehen mit 25 cem 
einer 0,1 °/,igen Quecksilberchloridlésung (zum Abtiten der Hefe) iibergespiilt. 
Die Verdiinnung der Proben von 2 auf 27 cem hat sich fiir die Ziihlung 
der Zellen am zweckmiBigsten erwiesen. Die Ziihlung wurde in einer 
Thoma-ZeiBschen Rechenkammer mit der gewéhnlichen Einteilung in 
Quadraten von 3/,., qmmn ausgefihrt. Es wurden dabei aus jeder Probe 
die Kammer 4 mal gefiillt und bei jeder Fiillung auf 3 Stellen des karierten 
Feldes 10 Doppelfelder, was etwa das Gesichtsfeld des verwendeten Mikro 
skops entspricht, geziihlt. Es wurde danach das arithmetische Mittel genommen. 
Die Ziblung einer Probe hat somit ein folgendes Aussehen: 


5322315714 = 3,3 1645130345 = 3,2 
1441505126 = 2,9 3,1 3525300410 = 2,3 3,2 

4233461043 = 3,0 1827443264 = 4,1 Mittel: 2.9 
2212823547 = 3,1 3306221483 = 3,2 

4442110231 = 2,2 2,6 5102221425 = 2,4 28 

3543110153 = 2,6 0534532140 = 2,7 
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Die Ermittlung des Ausgangswertes geschieht mit denselben Hand- 
griffen wie beim Mischen der Proben, um Fehlerquellen beim Arbeiten aus- 
zuschalten. Es wird also 1 cem Hefesuspension in ein Réhrchen, das 1 ccm 
Wasser enthiilt, gespritzt, und das Ganze gleich in ein Kélbchen mit der 
Sublimatlisung eingespilt. Die resultierenden Versuchswerte werden immer 
mit diesem Wert verglichen. Der Zuwachs wird also relativ ausgedriickt, 
und wenn der Ausgangswert a ist und der beziigliche Endwert b, zwar 
durch die Formel: 


= 
Zuwachs = : - : x 100 


Die so erhaltenen Werte werden dann graphisch eingezeichnet. 

Wie sich spiiter ergibt, verlaufen diese Kurven fast genau geradlinig 
von 0,1—0,6 eem Aktivatorlésung, wonach sie gekriimmt werden und sich 
einen Grenzwert asymptotisch niihern. Dieser geradlinige Verlauf erlaubt 
also z. B. eine Berechnung der Einheitsaktivitiit und somit einen quantitativen 
Vergleich zwischen zwei Priparaten. LBeziiglich dieses Verlaufes ist es 
merkwiirdig, zu erfahren, daB Verf. eine hemmende Wirkung bei héheren 
Konzentrationen festgestellt haben. 

Hier moégen einige Erwiigungen iiber die von verschiedenen Forschern 
bei Biosuntersuchungen benutzte MeBmethodik eingeschalten werden. Be- 
ziiglich dieser MeBmethoden hat wenigstens friiher eine Verwirrung geherrscht. 
tinige Verf. haben die entwickelte Kohlensiure gemessen, andere haben auf 
analytischem Wege den Zuckerverbrauch bestimmt und noch andere haben 
auf irgendwelche Weise die gebildete Hefe gemessen. Die zwei ersten 
Alternativen sind ja prinzipiell dieselben, sind wohl aber im allgemeinen 
verlassen worden. Bei diesen studiert man ja die allgemeine, physiologische 
Wirksamkeit der Hefe, die man nicht ohne weiteres gegen den Zuwachs pro- 
portional annehmen kann. In Wirklichkeit haben Forscher angegeben, daB 
Zuwachs und Fermentation miteinander nicht in Zusammenhang § stehen.') 
AuBerdem hat Slator gefunden, daB die Giirung gut vor sich geht, auch 
nachdem der Zuwachs aufgehért hat. Dies macht es deutlich, daB es not- 
wendig ist, die gebildete Hefemenge zu messen, wenn man nach einiger 
Genauigkeit der Resultate strebt. 

Es werden dabei hauptsichlich drei Methoden verwendet: Wigung 
der Hefe nach Abschleudern und Waschen, volumetrische Bestimmung mit 
Zentrifugieren in ein durch Ziihlung vorher evaluiertes Kapillarrohr; und 
zuletzt einfache Zihlung der Zellen in einer Rechenkammer. Von diesen 
enthilt die volumetrische Methode ein Unsicherheitsmoment, das Slator 
nachgewiesen hat, dadurch daB die Zellen nach beendigtem Zuwachs bei 
fortgesetzter Giirung ihr Volumen bis 20°), vergréBern kénnen. 

Beziiglich der anderen Verfahren hiingt ihre Verwendbarkeit mit der 
Definition des Zuwachses zusammen. Die Terminologie ist hier ziemlich 
verschiedenartig. Man kann unterscheiden zwischen dem allgemeineren 
,», Wachstum“ (eng. growth) und Vermebrung in der Bedeutung gréBere Anzahl 
Zellen (eng. multiplication rate u.a.). Will man also das Wachstum (Massen- 
vergréBerung) messen, so ist natiirlich Wigung am zweckmiBigten. Soll 


') Siehe z. B, Euler u. Petterson, Diese Z. 114, 4 (1921). Vgl. auch 
mit den hier mitzuteilenden Versuchen. 
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man aber die Vermehrung der Zellenzahl bestimmen, so ist es wohl am 
besten, diese z. B. durch Zihlung in einer Rechenkammer zu _ bestimmen. 
Aus den Ausdriicken scheint aber hervorzugehen, dab man gewoéhnlich das 
letzte Wort meint. In dieser Arbeit ist das Wort Zuwachs in der Bedeutung 
Vermehrung der Zellenzahl konsequent verwendet. Hiermit wird aber 
durchaus nicht gesagt, daB die Resultate der beiden Methoden niemals ver- 
gleichbar sind. Es wird nur angedeutet, da dahinter eine Begriffs- 
verschiedenheit liegt, die einen unmittelbaren, quantitativen Vergleich nicht 
ohne weiteres erlaubt. 

Bei den siimtlichen Versuchen ist, wie in den friiheren, als Ausgangs- 
material der Priiparationen ein konzentrierter Hefekochsaft zur Verwendung 
gekommen, den die Firma Knoll A.-G., Ludwigshafen, freundlichst zur Ver- 
fiigung stellte. Dieser Extrakt wurde zuerst einer Dialyse durch Kollodium- 
membran unterworfen, um hochmolekulare Stoffe zu entfernen. Es wurde 
dabei der Kochsaft gegen etwa die dreifache Menge Wasser wiihrend 
12 Stunden dialysiert, wonach der Aktivatorgehalt ziemlich gleichmibig 
zwischen AuBen- und Innenfliissigkeit verteilt ist. 


III. Aktivator Z und Vitamin B,,. 


Auf Grund der letzten Versuche iiber den Aktivator Z von 
Euler, Brunius und Proffe, die eine Vorstellung vom Ver- 
halten des Z gegen verschiedene Reagentien geben, wurde nun 
die Relation zwischen diesem Faktor und dem Vitamin B, unter- 
sucht. Es wurde dabei die Methode von Kinnersley und Peters 
fiir die Reinigung des antineuritischen Faktors gebraucht, in der 
etwas veriinderten Form!'), in der sie von Miss H. Chick (ohne 
Erfolg) zur Reinigung des Vitamin B, verwendet wurde. 

Ein Dialysat wurde nacheinander mit neutralem Bleiacetat, 
gesiittigtem Baryt und einer schwefelsauren Lésung von Queck- 
silbersulfat (,, Hopkinsreagens“; enthalt 10 °/, HgSO,) gefallt. Nach 
jeder Fiallung wurde der Uberschu8 an Fallungsmittel entfernt: 
Blei und Quecksilber durch H,S und Barium mit H,SO, und 
sowohl Fillung als Filtrat nach p,-Korrektion zu etwa 6 auf 
ihre Aktivitat geprift. Die Aktivitit der Filtrate ergibt sich aus 
folgender Tabelle.’) 





1) Chick u. Roscoe, a. a. O. 

2) Es wurde also hier nicht ganz der gleiche Reinigungseffekt erzielt, 
als bei der mit der anniihernd gleichen Methode von Brunius und Proffe 
[Diese Z. 178, 202 (1928)] erreichten (H.-A. von 1,5 bis 0,4). Betreffend 
der absoluten Werte von H.-A. vgl. 8. 45. 
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Tabelle 1. 











; 7 H.-A. ecm CO,/Stunde Anzahl 

Aktivatorlisung ' : rae 
in mg maximal Z-Einheiten 

Dialysat . . . . 7,1 5,8 12800 

Pb-Filtrat . 2. 5,8 6,3 12800 

Ba-Filtrat . .. 5,8 6,3 12700 

Hy-Filtrat 5,1 5,6 12500 





Die Wirkungen der Fillungen sind unten zusammengestellt. 
Tabelle 2. 








, - com CO,/Stunde 
Aktivatorlésung aus ee a 
maximal 
Pb-Fiillung . . .. . 2,0 
Ba-Fiillumg . . 1... Inaktiv 
Hg-Fiillung . . . . . 2,0 


Die Tab. 2 ist mitgeteilt um zu zeigen, dab die Fillungen 
keine Aktivitiit besitzen. 

Wie aus der Tab. 1 ersichtlich ist, wird der Z-Aktivator 
durch dieses Verfahren nicht ausgefillt. Dadurch hat aber 
Miss Chick den Faktor B, quantitativ aus der Lésung ausgefillt 
und es geht daraus hervor, da8 dem Vitamin B, keine Z-Wirkung 
zugeschrieben werden kann. Es _ besteht somit zwischen diesen 
Substanzen keine Identitiit. 

Die Methode von Kinnersley und Peters!) wurde nun 
fortgesetzt. Dem Hg-Filtrat wurde ein p, von etwa 7 gegeben 
und dasselbe 2mal mit Tierkohle behandelt, die vorher durch 
Auskochen mit Salzsiiure gereinigt war. 10g pro Liter in jedem 
Falle. Durch diese Behandlung wurde die Lésung vdllig ent- 
fiirbt. Die Kohle wurde dann zuerst mit 200 ccm 0,1 n-HCl 
und nachher mit 100 ccm 0,1 n-HCl in 50°/,igem Alkohol 











extrahiert. 
Tabelle 3. 
P a H.-A. ; , . 7] 
Aktivatorlésung is a 
in mg maximal 

Hg-Filtrat 5,1 5,6 

Kohlefiltrat . . . .). 3,5 2,9 

Kohleextrakt 1,7 2,9 











') Biochemic, J. 21, 777 (1927). 
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Aus dieser Tabelle geht hervor, daB diese Behandlung zer- 
stérend auf den Z-Effekt einwirkte. Die Maximalleistung an 
Kohlensiiure ist im Filtrat von 5,6 zu 2,9 com CO,/Stunde ge- 
sunken. DaB in solchen Fiillen eine Berechnung der Aktivitiit 
keinen Zweck hat, zeigen die angefiihrten H.-A.-Werte. Eine 
Herabsetzung desselben ist ein Zeichen einer Reinigung des 
Priiparates und davon ist hier wegen der Werte der Kohlen- 
dioxydleistung gar keine Rede. Die folgende Tabelle zeigt die 
Rekonstruktionsversuche der Aktivitiit durch Mischung von Kohle- 
filtrat und dem Extrakt, welche Mischung natiirlich in den be- 
ziiglichen Proportionen ausgefiihrt wurde. 


Tabelle 4. 











AktivatoriSsung H.-A. cem CO,/Stunde 
ji in mg maximal 
a a 5,1 5,6 
Kohlefiltrat + Wasserextrakt . . . 6,2 5,5 
Kohlefiltrat +- Wasser—Alkoholextrakt 5,2 6,0 


Hs ergibt sich, daB es méglich ist die urspriingliche Wirkung 
wiederherzustellen. Dazu ist es aber notwendig, mit angesiiuertem 
Alkohol zu arbeiten. Die Wasserextraktion war keineswegs eine 
vollstiindige. 

Dieses Resultat zeigt, daB die Kohlebehandlung den Akti- 
vator in zwei Komponenten teilt, die beide fiir sich eine schwiichere 
Wirkung als ihre Kombination haben. Dies bestiitigt somit das 
Resultat von Kuler, Brunius und Proffe, daB auch Faktor Z 
von zusammengesetzter Natur ist. DaB es sich hier um eine 
Fraktionierung des Aktivators und nicht um eine unyollstindige 
Adsorption handelt, geht aus folgendem hervor. Der urspriing- 
liche Extrakt aus der Kohle war ganz wirkungslos. Erst nach 
Kinengen von 200 auf 28 ccm, wobei das T'rockengewicht 11 mg/ccm 
betrug, trat diese niedrige Aktivitit auf. Das entsprechende 
Kohlefiltrat hatte ein Volumen von 1 Liter und in diesen Ver- 
hiltnissen wurden die beiden Lésungen bei dem Rekonstruktions- 
versuch vereinigt. Wenn es sich also um eine einfache Ver- 
teilung des Aktivators zwischen Filtrat und Kohleextrakt handelte, 
kénnte diese kleine Quantitit des letzteren keineswegs die Akti- 
vitat auf den urspriinglichen Wert erhdhen. 

Diese Untersuchung iiber Z war auch mit einer Priifung des 
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Zuwachsfaktors vereinigt, Weil aber die dabei verwendete Methode 
sich spiter unzweckmiBig erwies, werden die Kinzelheiten davon 
hier nicht mitgeteilt. Als allgemeines Resultat zeigte sich aber, 
daB die Reinigung dieses Faktors bis zum Hg-Filtrat mit der 
des Faktors Z ziemlich parallel ging. Die Kohlebehandlung 
schien aber nicht den Bios aufzuspalten. Die Aktivitét wurde 
dadurch nur wenig vermindert. 


IV. Z und der Zuwachsfaktor Bios. 


Euler und Myrbiick geben an, daf die giirungsaktivierende 
Wirkung von Hefekochsaft auf die Oberhefe R mit einem gleich- 
zeltigem Zuwachs nicht verbunden ist. Es wurde auch hier be- 
stiitigt, dab bei den Giirungsversuchen kein oder wenigstens sehr 
kleiner Zuwachs stattfindet: niemals iiber 17°/,, der auSerdem 
konstant war, d.i. von der zugesetzten Aktivatormenge unab- 
hiingig. Dies deutet darauf, daB der Zuwachs mit dem Stick- 
stoffumsatz eng verbunden ist, weil bei Zusatz von stickstoff- 
haltigen Substanzen (Harnstoff) lebhafter Zuwachs mit derselben 
Aktivatorlésung stattfindet. 

In diesen Beobachtungen hegt also nur ein weiterer Beweis 
dafiir, da& Giirung und Zuwachs zwei ganz verschiedene Vor- 
ginge sind. Ks muB aber noch geklirt werden, ob die Ursache 
zu der aktivierenden Kigenschaft des Hefekochsaftes von einem 
oder zwei Faktoren ausgeht, d.i. ob die girungsaktivierende 
Wirkung dem Bios zuzuschreiben ist oder nicht. DemgemiB 
wurden die eventuellen Einfliisse studiert, die auf den Faktor Z 
bei den Lucasschen und EKastcottschen Methoden zur Frak- 
tionierung des Bios wirken kénnen. 

Methode nach Lucas: Das Dialysat wurde mit heiBer 
konzentrierter Barytlésung vollstindig gefallt, wobei gréfSerer 
Uberschu8 vermieden wurde. Unmittelbar hiernach wurde Alkohol 
zugesetzt, bis die Lésung 65°/,ig wurde. Die Fallung wird 
hierdurch etwas kérnig und setzt sich ziemlich rasch ab, liefert 
aber eine opalisierende iiberstehende Liésung. Nach einigem 
Stehen wurde abzentrifugiert. Das Zentrifugat war noch nicht 
klar. Die Fiallung wurde mit etwas 65°/,igem Alkohol gewaschen. 
Der Alkohol wurde durch EKinengen in Vakuum verjagt und die 
Lisung auf das urspriingliche Volumen gebracht. Die Fallung 
wurde 6mal mit Wasser extrahiert und die vereinigten Extrakte 
zu 1/, der Ausgangslésung eingeengt. ScblieBlich wurde auch 
der in Wasser unlidsliche Teil der Fallung mit konzentrierter 
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H,SO, aufgelést. Der Extrakt der Fillung wird nach Lucas 
Bios I* genannt, das Filtrat ,Bios Il“ und die Auflésung des 
Restes der Fillung mit , Fillung“ bezeichnet. 


Tabelle 5. 





HAA. 








, i. ecm CO,/Stunde Anzahl 
Aktivatorlésung , : ictal 
in mg maxima] Z-Einheiten 
Dialysat . . . . 10,6 7,1 20000 
ee aan ae 73 7,6 2300 
“eae ee 8,7 7,4 18000 
Fillung ... . Inaktiv 





Es ergibt sich zweifellos, daB dieses Verfahren den Z nicht 
aufspaltet. Beide Fraktionen haben namlich Maximalaktivierung. 
Es geht auch hervor, daB die Fiallung etwa 10°/, der Aktivitiit 
mitgenommen hat, da die im Filtrat verlorene Aktivitit in der 
Fallung wiederzufinden ist. 

Die Bestimmung des Zuwachses hat interessante Resultate 
gegeben. Es wurde fir jedes Priiparat der Zuwachs mit ver- 
schiedenen Aktivatormengen, also auf dieselbe Weise wie bei den 
Girungsversuchen bestimmt. Hier unten wird eine Tabelle mit- 
geteilt, welche die Zusammenfassung fiir ein Praparat enthilt. 


Tabelle 6. 
Ausgangswert: 1,6 Zellen pro Doppelfeld. 





Bioszusatz Zellenzahl nach Prozentueller 
in ecm dem Versuch Zuwachs 
0 2,0 25 
0,1 2,5 56 
0,3 3,6 125 
0,4 4,4 175 
0,5 4,9 210 
0,6 5,6 250 
0,7 6,0 275 
0,8 6,2 288 
1,0 6,3 296 








Obenstehende abelle bezieht sich auf das Ausgangsmaterial 
dieser Versuchsserie. Wegen Raumersparnis werden im folgen- 
den nur die prozentuellen Werte mitgenommen. In der Tab. 7 
sind die Resultate der ganzen Versuchsserie zusammengestellt. 
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Tabelle 7. 
Bioszusatz Prozentueller Zuwachs bei 
oe Dialysat Bios | | Bios II 
0 25 25 25 
0,1 56 56 40 
0,3 125 130 | 40 
0,4 175 170 | 35 
0,5 210 200 40 
0,6 250 250 | 30 
0,7 275 260 40) 
0,8 288 280 | 35 
1,0 296 290 40 





Ks wird ersichtlich, daB die zuwachsférdernde Wirkung der 
Fraktion Bios I dieselbe ist wie die des Ausgangsmateriales. 
Dagegen hat die Fraktion Bios II, also das Filtrat, keine Wir- 
kung. (Bemerkt sei dabei, daB der Versuchsfehler nur 5°/, be- 
triigt.) DaB die erste Fraktion dieselbe Aktivitiit wie das Dialysat 
hat, bedeutet, wenn man in Betracht zieht, daB ihre Quantitit 1/, 
der zweiten Fraktion ausmacht, daB mindestens ?/, dieser Fraktion 
darin enthalten ist. Diese Methode erweist sich somit nicht vor- 
teilhaft fiir die Fraktionierung des Zuwachsfaktors. Dagegen ist 
von gréBtem Interesse der Umstand, dab die zweite Fraktion 
keine Biosaktivitit aufweist. Vorher ist gezeigt, daB die Z-Wir- 
kung derselben vollstindig ist und dadurch ist dargelegt, daB 
das Bios nicht die giirungsaktivierende Ursache des Hefekoch- 
saftes ist oder daB Bios und Z nicht identisch sein kénnen. 


Eastcottsche Methode: Ein Dialysat wurde mit neutralem 
Bleiacetat vollstiindig gefaillt und die Fallung abzentrifugiert und 
weggeworfen. Kine Probe wurde herausgenommen und daraus 
der BleiiiberschuB entfernt. Die Hauptlésung wurde nun mit 
mehr PbAc,-Lésung versetzt und danach 32°/,ige Natronlauge 
zugegeben, bis die Reaktion alkalisch gegen Phenolphthalein war. 
Die Reagentien sind immer so konzentriert wie méglich gehalten, 
um zu vermeiden, daB sie eine zu grobe Verdiinnung bei der 
Ausfiillung verursachen. Die Alkalisierung wurde nicht mit 
Ammoniak ausgefiihrt, wie es die Verfasser gebraucht haben, um 
geroBe Mengen von Ammonsalzen im Filtrat zu vermeiden. Die 
Fillung wurde abfiltriert und sowohl diese als Filtrat durch H,S 
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von Blei befreit. Die Auflésung der Fiillung wird nun mit Bios | 
und das Filtrat mit Bios Il bezeichnet. Folgende Tabelle gibt 


ihre beziiglichen Z-Aktivitiiten an. 


Tabelle 8. 








Adtivetoriomns H.-A. ecm CO,/Stunde Ansahl 
in mg maximal Z-Kinheiten 
Dialysat . . . . 9,8 7,0 8000 
Bios I... . oo 4,1 -- 
ae eee 5,3 6,5 7500 








Die Fraktion Bios II hat hier volle Aktivitiit und weist keinen 
Verlust auf. Bios 1 hat keine Maximalaktivierung, so daB also 
hier kein Teil des Aktivators der Fillung gefolgt zu sein scheint. 

Die Untersuchungen der zuwachsférdernden Eigenschaften 
dieser Priiparate sind in folgender ‘l'abelle zusammengestellt. 


Tabelle 9. 











Bioszusatz Prozentueller Zuwachs bei 
a Dialysat Bios 1 =| Bios IL Bios I + II 
0 28 28 88 28 
0,1 60 50 | 40 710 
0,3 140 130 4() 150 
0,4 200 150 | 40 185 
0,5 220 185 | 80 230 
0,6 245 200 | 35 250 
0,8 260 207 | 35 255 
1,0 265 (180) 40 260 


Die graphische Darstellung dieser Tabelle ist in Fig. 1 an- 
gegeben. 


Es ist auch hier in der Fraktion Bios I ein gewisses Bios- 
vermibgen festzustellen, das aber schwicher als das des Dialy- 
sates ist, und das den Gedanken an eine bessere Aufspaltung 
nahelegt. Auch hier fehlt das zuwachsfordernde Vermégen des 
Bios if ganz, der nach oben jedoch volle Z-Aktivitét hat. Hiermit 
ist noch eine Bestatigung fiir die Verschiedenheit dieser beiden 
Faktoren geliefert. Der Versuch, die Aktivitét durch Mischen 
der beiden Fraktionen zu rekonstruieren, ist, wie ersichtlich, voll- 
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stiindig gelungen. Die Werte des Ausgangsmateriales sind recht 
gut zuriickerhalten worden. 

Ks sind nun die beiden Aufspaltungsmethoden des Bios aus 
dem Millerschen Laboratorium gepriift. Die Resultate sind | 


2A 
~ 10 























0 oF O35 05 70 
com 2-Losung 
Fig. 1. 
x——--x Dialysat. Oo—O Bios I A—A Bios Iu. II. 


jedoch nicht so gut, wie es in den angefiihrten Arbeiten der Fall 
ist. Die Fraktion Bios II scheint hier geniigend rein zu sein, 





Tabelle 10. 





Bioszusatz Zuwachs bei Serie 
tieas Lueas | Eastcott 
0 25 25 
0,1 35 20 
0,3 20 3 
0,5 30 25 
0,8 30 40 
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aber die Fraktion Bios I ist deutlicherweise ein wenig von Bios I] 
begleitet. Es wiire nun von Interesse zu erfahren, ob es méglich 
sel, die Kastcottsche Beobachtung iiber Inosit zu_ bestiitigen. 
Es wurden also Versuche mit den Fraktionen Bios II dieser 
beiden Versuchsserien angestellt und zwar wurden 5 mg/cem 
davon in diesen aufgelést und ihre Wirkungen untersucht. 

Die Tabelle 10 gibt aber an, daB der Versuch miblungen ist, 
da der Zuwachs gleich Null ist. Es scheint also, als ob es sich 
nicht hat bestiitigen lassen, daf Inosit ein Teil des Bios ist. 
Aber es soll hervorgehoben werden, daB dies kein endgiiltiger 
Beweis ist, wobei auf die verschiedenartigen Erfahrungen anderer 
Forscher in dieser Hinsicht verwiesen wird. Die fiir diese Unter- 
suchung wichtigste T'atsache ist aber, daB die Versuche einwand- 
frei darlegen, daB Bios und Aktivator Z zwei verschiedene Fak- 
toren der Hefe darstellen. 


V. Weitere Versuche tiber die chemische Natur des Aktivators Z. 


Es wurde zuerst eine Reihe Versuche iiber die Alkohol- 
léslichkeit des Aktivators angestellt. Zu diesem Zweck wurde 
ein Ausgangsmaterial durch Fallen eines Dialysates mit neutralem 
Bleiazetat, konz. Baryt und Quecksilberchlorid hergestellt. Die 
Lésung wurde dann bis zu 1 Liter Volumen eingeengt und in 
2,8 Liter Alkohol ausgegossen, wobei die Mischung 70°/,ig wird. 
Die Fallung wurde sofort abfiltriert und das Filtrat von Alkohol 
befreit. Nach Priifung wurde dieses zur Trockne eingedampft und 
es war die Absicht, mit 90°/,igem Alkohol zu extrahieren. Dies 
erwies sich aber unméglich, weil sich beim Erwirmen eine sirupése 
Masse bildete, die die nicht befeuchteten Teile einhiillte und diese 
vor Extraktion schiitzte. Es war also aufs neue notwendig, die 
Behandlung durch Ausfallen vorzunehmen. Das Priparat wurde 
dann in so wenig Wasser wie moglich gelést und die Liésung 
in 95°/,igem Alkohol gegossen, so daB dann der Alkoholge- 
halt 90°/, betrug. Die Flissigkeit wurde zuerst milchig ge- 
triibt. Nach einigem Stehen schied sich der gréBte Teil der 
Fallung als dieser obengenannte Sirup ab. Die obenstehende 
Fliissigkeit wurde abgegossen und klar zentrifugiert. Diese wurde 
von Alkohol befreit und selbst zu Sirupskonsistenz eingeengt. 
Danach wurde durch Zusatz von so viel absolutem Alkohol, dab 
die Lésung 95°/,ig wurde, gefillt. Diese Fillung war ziemlich 
unbedeutend und wurde abzentrifugiert. 
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Tabelle 11. 

















Alkohol Aktivator- H.-A. ecm CO,/Stde. Anzahl 
7. lésung aus in mg maximal Z-Kinh. 
_ Hg-Filtrat 3,8 5,6 48000 

Filtrat 3,7 5,5 48000 
70 Fillung Inaktiv 

Filtrat 3,4 5,3 32000 
90 Fiillung 7,0 5,1 14300 

Filtrat 3,6 5,3 30000 
95 Fillung Schwache Aktivitiit (300) 


Die T'abelle zeigt, daB 30°/, der Aktivitiit in dem in 90°/,igem 
Alkohol unldéslichen Teil enthalten sind und daB die Lésung zum 
SchluB 63°/, der urspriinglichen Aktivitit hat. Es ergibt sich 
also, daf Z-Aktivator in hochprozentigem Alkohol ziemlich léslich 
ist, was ihn von Bios unterscheidet. Dagegen ist es nicht méglich, 
auf diese Weise denselben zu fraktionieren. 


Uber die zusammengesetzte Natur des Faktors Z. 


Die bisherige Erforschung dieses Aktivators liBt vermuten, 
daB dieser von kompliziertem Bau ist. Demnach wurde eine 
Reihe Versuche vorgenommen, um eine Aufspaltungsmethode zu 
finden. Wegen des vermuteten Zusammenhangs zwischen Bios 
und Z, der durch Inosit hergestellt erscheint, ist die Aufmerksam- 
keit hierbei auf rein chemische Methoden gerichtet und zwar auf 
Fillungsverfahren. Es ist auffallend, daB bei solchen Fraktio- 
nierungen die alkalische Metallausfallung eine hervorragende Rolle 
zu spielen scheint, und es sind daher hier die EKinwirkungen solcher 
Behandlungsmethoden studiert worden. Es ist schon erwihnt, 
daB die alkalische Bleifillung auf den Z nicht einwirkte. Dann 
wurde die Aufmerksamkeit auf Alkalitit in Zusammenhang mit 
Quecksilber gerichtet. 

Kin bleigefilltes Dialysat wurde mit einer heiBen, konzen- 
trierten HgCl,-Lésung vollstindig gefallt. Hierbei entsteht eine 
gelblichweiBe Fiillung, die sich schnell zusammenballt. Ohne die 
Fiallung zu entfernen, wurde dann eine konz. Natronlauge zugesetzt, 
bis p,, etwa 10 wurde. Dadurch indert die Fallung ihr Aus- 
sehen und wird duBerst fein verteilt, so daB Filtrieren unméglich 
ist. Nach Abzentrifugieren der Fiallung wurde sowohl diese als 
die Lésung von Hg durch H,S befreit. 
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Kine Bemerkung soll hier eingeschoben werden. Bei diesen 
und den im folgenden mitzuteilenden Versuchen handelt es sich 
ja um eine Methode zur Aufspaltung des Aktivators und um eytl. 
Aufschliisse iiber die Natur der Komponenten zu erhalten. Die 
Aktivitiit der Priparate ist daher nur in Maximalleistungsver- 
miégen an Kohlensiure') angegeben, da ja diese GriBe das wirk- 
liche MaB der Aufspaltung ist. Eine Berechnung der Reinheit 
in dem Sinne, wie sie vorher verwendet ist, hat dabei keinen Zweck, 
weil fiir diese Berechnung das Vermégen, die Hefe zur maximalen 
Girungsgeschwindigkeit zu aktivieren, notwendig ist. Demgemiih 
sind hier keine Trockengewichte bestimmt, welche Bestimmung 
auch auf groBe Schwierigkeiten wegen der groBen, unvermeidlichen 
Mengen an Natriumsalzen stoBen wiirde. 


Tabelle 12. 





Z-Losung | Pb-Filtrat | Fraktion | | Fraktion II [Praktion + Il 
ecm CO,/Stde. | 6,1 | 2,9 | 4,0 | 3,9 


Hier und im folgenden bezeichnet ,,Fraktion I“ die Fallung 
und ,,Fraktion II“ das Filtrat. Es zeigt sich, daB diese Behand- 
lung das Maximalleistungsvermégen des Priiparates mit 2 ccm 
CO,/Stunde herabgesetzt hat. Die Aktivitiit der Fallung erreicht 
nur den Wert der Kohlenadsorptionskomponente in Kapitel III. 
Es wird schon hier bemerkt, dab die Fraktion [ auch in den 
folgenden Versuchen immer diese Aktivitiit aufweist. Dagegen 
war es nicht méglich, durch Mischen von den beiden Fraktionen 
die urspriingliche Aktivitit zu restaurieren. Vielmehr konnte 
diese Operation den Girungswert nicht erhéhen. 


Dieser Versuch war insofern miBlungen, als es unmdglich 
war, die urspriingliche Aktivitiit zuriickzuerhalten. Es wurde an- 
finglich geglaubt, daB dies in der Wasserstoffionenkonzentration 
seine Ursache hatte. Es wurden daher einige Versuche auf die- 
selbe Weise ausgefiihrt, nur mit der Verinderung, daB p,, zu ver- 
schiedenen Werten gefiihrt wurde. Die Werte der Fraktion I 
sind weggelassen worden. 


') Die angefiithrten Werte des Maximalleistungsvermégens sind durch 
Verminderung von dem wirklichen, maximalen Girungswert mit dem Null- 
wert, d. i. die Giirungsgeschwindigkeit ohne Zusatz von irgendwelcher 
Aktivatorlésung erhalten. Diese Werte liegen zwischen 1,0—1,3ccem/Stde. 
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Tabelle 13. 





ecm CO,/Stunde mit 
Py Wert 
Pb-Filtrat | lraktion II | Fraktion I + II 
7,0 6,1 6,1 _ 
8.3 71 | 5,0 5,1 
9,0 6,9 4,5 4,6 
10,0 6,1 4,0 3,9 
11,0 6,5 4,6 4,6 





Diese 'Tabelle gibt aber an, dab es bei allen diesen p,, un- 
moglich war, die Aktivitit zu rekonstruieren. Bei p,,=7,0 hat 
keine Aufspaltung stattgefunden. 

Nur in einem Falle war dies méglich, aber weshalb es dabei 
gelang, kann nicht erklirt werden. Mdéglicherweise enthielt die 
Lésung irgendwelche Substanz, die die im Filtrat zuriickbleibende 
Komponente vor Zerstérung schiitzte, unter der Voraussetzung, 
daB die in den iibrigen Fillen ausgebliebene Rekonstruktion diese 
Ursache hat, was dadurch gestiitzt wird, daB die Fallungen der 
obenstehenden T'abelle auf dieses Filtrat dieselbe Wirkung wie die 
zugehorige Fillung hatte. Die Versuche zur Wiederholung dieses 
letztgenannten Resultates haben sich alle als fruchtlos erwiesen. 

Dieser gelungene Versuch hat aber in anderem Zusammen- 
hang groBes Interesse, nimlich hinsichtlich der Frage des Inosits. 
Ks wurde also versucht, ob die von Quecksilber-Alkali ausgefallte 
Fraktion durch Inosit ersetzt werden kann. Zu diesem Zweck 
wurde in das Filtrat 1 mg/ccm Inosit gelést und die Aktivitat 
der Lésung bestimmt. Die Resultate des ganzen Versuches sind 
in tolgender ‘labelle zusammengestellt. 


Tabelle 14. 





Z-Loésung | Pb-Filtrat | Frakt. I | Frakt.I +I] | Fraktion II + Inosit 
ecm CO, Stde. | 6,5 | 3,9 | 6,4 | 6,4 


Der Inositzusatz gibt also denselben Wert wie mit der Frak- 
tion I, und diese schlieBen sich gut an die des Ausgangsmateriales 
an. Die von der Fiallung entfernte Komponente laBt sich also 
durch Inosit ersetzen. Graphische Darstellung in Fig 2. 

Dies ist aber ein vereinzeltes Resultat und deswegen muB 
fiir dessen Bestitigung ein anderer Weg gegangen werden, Ks 
scheint aber hervorzugehen, daB die alkalische Quecksilber- 
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behandlung eine teils fraktionierende und teils auch auf die eine 
Fraktion zerstérende Wirkung ausiibt. Da die saure Quecksilber- 
fillung keine dieser Wirkungen hat, lag es nabe anzunehmen, 
daB die Zerstérung in der Alkalitit seine Ursache hatte. Nun 
muB aber bemerkt werden, daB vor der Quecksilberfallung Alkali- 
tit keine Kinwirkung auf den Z hat; man kann ja mit alkalischem 


Blei behandeln, ohne da’ Z davon berihrt wird. Es ist dann 
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interessant zu erfahren, daB bei einem Versuch, wobei ein Hg- 
Filtrat zu p, = 9 alkalisiert wurde und nach einigen Minuten 
wieder neutralisiert, die Aktivitit 
des Hg-Filtrates = 6,8 eem CO, Stunde 
die des alkalibehandelten = 5,2 ,, _,, ‘a 
betrugen. Es ist dann deutlich, daB die Alkalitat zur Zerstérung 
der zweiten Komponente beitriigt. 

Es leuchtet ein, daB diese Alkaliemptindlichkeit des Akti- 
vators durch die Behandlung mit Quecksilbersalz hervorgerufen 
ist. Das Quecksilberion mége also aufspaltend auf den Aktivator 
einwirken und méglicherweise ist diese Kinwirkung katalytischer 
Natur. Dies setzt voraus, daB die aufgespaltene Substanz eine 

3” 
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Verbindung irgendwelcher Art ist, was durchaus nicht ihrem Ver- 
halten zur Alkalitiit widerspricht. 

Ks wurden auch Versuche mit Quecksilber-Baryt angestellt 
und zwar einer, wobei HgCl,-Lésuvg zu einem Ba-Filtrat mit 
UberschuB an Baryt zugesetzt wurde und in solcher Menge, dab 
die Lésung nachher schwach sauer wurde. Das Filtrat hatte die 
herabgesetzte (Fraktions-) Aktivitiit, die aber nicht durch Zusatz 
der Fiillung verbessert werden konnte. Somit waren auch diese 
Versuche resultatlos. 

Das bisherige Bestreben, eine brauchbare Methode zur Auf- 
spaltung des Z-Aktivators zu finden, hatte sich also nicht erfolg- 
reich erwiesen. Dann wurde die Aufmerksamkeit auf Bleiessig 
gerichtet, da dieser ein gutes Fiallungsmittel fiir verschiedene 
Substanzen ist und auch ein alkalisches Blei darstellt. Die bei 
den Versuchen verwendete Lésung wurde durch Siittigung einer 
heiBen Bleiacetatléisung mit Bleioxyd dargestellt und aus dem 
auskrystallisierenden basischen Acetat eine gesiattigte Lisung 
gemacht. 

Ein Dialysat wurde mit neutralem Bleiacetat und (Queck- 
silberchlorid vollstiindig gefillt und der UberschuB an Metallen 
mit Schwefelwasserstoff entfernt. Nach sorgfailtigem Neutralisieren 
der Liésung mit Natronlauge (um zu vermeiden, daB das basische 
Acetat dazu verbraucht wiirde) wurde mit dem Bleiessig bis zu 
vollstiindiger Ausfillung versetzt. Es schied sich eine starke 
weibe Fillung ab, die unmittelbar abfiltriert wurde, was ziemlich 
leicht trotz ihres feinverteilten Zustandes ging. Das Filtrat war 
nun vollig farblos (das Hg-Filtrat war gelb gefirbt) und hatte alka- 
lische Reaktion gegen Lackmus, aber nicht gegen Phenolphthalein. 
Dem Filtrat wurde sofort konzentrierte Essigsiure bis zu neu- 
traler Reaktion gegen Lackmus zugesetzt, wozu nur einige Tropfen 
pro 100ccm notwendig waren, und das Blei sofort als Sulfid 
ausgefillt. 

Es mége hier bemerkt werden, da’ die Entbleiung durch 
Schwefelsiure nicht geraten erscheint. Bleisulfat ist ja in Wasser 
recht léslich und ist nur in verdiinnter Schwefelsiure vollig un- 
léslich. Um ein quantitatives Ausfillen des Bleies zu erhalten, 
miiBte man also einen gewissen Uberschu8 an Schwefelsiure ver- 
wenden. Dies ist aber hier nicht riitlich, weil dieser Siureiiber- 
schuB vor der Priifung neutralisiert werden muB und dabei also 
griéBere Mengen Neutralsalze in die Lésung kiimen, die giirungs- 
hemmend einwirken kiénnen. Ganz unvermeidlich sind diese 
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Natriumsalze nicht, aber die Wirkung der Acetate ist schwiicher 
als die der Chloride oder Sulfate. 

Die Fallung wurde in wenig Wasser suspendiert und eben- 
falls entbleit. Die Resultate der Girungen mit diesen Lisungen 
sind in der folgenden Tabelle zusammengestellt. 


Tabelle 15. 





Z-Losung | Hg-Filtrat | Frakt. Il | Frakt. I + | Irakt. IT + Inosit 


cem CO,/Stde. | 6,1 | 4,1 | 6,0 | 6,0 
Graphische Darstellung in Fig. 3. 











[2.2 23 


Fig. 3. 
x— x Hg-Filtrat. +—-— + Fraktion II. A——A  Fraktion II + Inosit. 


Es wird ersichtlich, daB hier die Aufspaltung gelungen ist, 
so daB die im Filtrat zuriickbleibende Fraktion nicht zerstért 
worden ist. Es ist auch zu verzeichnen, daB Inositzusatz dieselbe 
Garung erzeugt wie die Fraktion I. 

Zur Bestatigung wurde das Verfahren noch einmal mit einem 
anderen Dialysat vorgenommen. Hierbei wurde eine Fillung mit 
Baryt zwischen die Blei- und Quecksilberfaillungen eingeschoben. 
Dieses Fiillungsmittel hat indessen nur schwache Reinigungs- 
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wirkungen nach der Bleifaillung und kann daher als iibertfliissig 
weggelassen werden. 


Tabelle 16. 











Z-Lésung | Hy-Filtrat | Frakt. II | Frakt.1 + II | Frakt. I] + Inosit 
cem CO, /Stde. | 6,8 | 4,4 | 6,8 | (5,8) 


Die Behandlung mit Bleiessig gibt auch hier diese Auf- 
spaltung und die urspriingliche Giérungsaktivitiit wird durch Mischung 
der Fraktionen zuriickerhalten. Bei dem Inositzusatz erscheint 
das merkwiirdige Resultat, daB bei den niedrigeren Konzentrationen 
die Rekonstruktion gut gelingt, indem die Girungswerte des Hg- 
Filtrates erreicht werden. Die gréBeren Zusiitze kiénnen dagegen 
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die Maximalaktivitaét nicht geben, obschon die Werte hoher sind 
als die der Fraktion II. Dies diirfte vielleicht durch Hemmungs- 
wirkungen erklirt werden kénnen. Siehe die graphische Dar- 
stellung in Fig. 4. Der Inositzusatz war diesmal nur 0,1 mg/ccm. 
Ein Zusatz von 1 mg/ccm gibt identische Werte. 
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Es geht also hervor, daB die bei der Bleiessigbehandlung im 
Filtrat zuriickbleibende Fraktion die Alkalitiit des Bleiessigs ver- 
triigt. Freilich ist dessen p,, niedriger, als es bei den Versuchen mit 
alkalischem Quecksilber verwendet wurde, woraus gefolgert werden 
kénnte, daB bei p,, etwa 8 eine ziemlich scharfe Stabilititsgrenze 
liege. Ks wurde dann ein neuer Quecksilber-Alkaliversuch mit 
einem p,, von nur 7,5 angestellt. Ks ergab sich aber dasselbe 
Resultat wie bei den friitheren ihnlichen Versuchen, also Zer- 
stérung der Fraktion II. Es ist somit die Frage, ob nicht diese 
verschiedenartige Alkalistabilitiit andere Ursachen haben koénnte. 

Es wurde daher bei einem Versuch die Bleiessigfallung in 
Anwesenheit von etwas HgCl, (nach der Kntfernung des Queck- 
silbers aus dem ,,Hg-Filtrat“ zugesetzt) vorgenommen. Der Hg- 
Zusatz war 2 ccm einer 6°/,igen HgCl,-Lisung pro 100 ccm 
Praparat. 


Tabelle 17. 

















com CO, / Sturae ——- 











0 (01 0¢ OS 10 {5 


| - » 
com 2-ldsung 





Fig. 5. 
x——— x Hg-Filtrat + —— +  Fraktion II. O- © Fraktion I + II. 








40 Tore Philipson, 


Dabei war es nicht méglich, mit der aufgelésten Fallung die 
urspriingliche Aktivitiit zu erreichen. Eine gewisse Verbesserung 
trat freilich ein, aber die Kurve der Rekonstruktionsgirung (Siehe 
Fig. 5) gibt deutlich an, daB die Fraktion I zum grofen Teil zer- 
stért worden war. Ihr Verlauf gleicht jenem, der bei Verdiinnung 
eines Priiparates erhalten wird. Es ist also wahrscheinlich, daB 
die Alkalitiit nicht die einzige Ursache zur Zerstérung der Fraktion I 
ist. Vielmehr scheint die Anwesenheit von Hg-Ionen diesem Vor- 
gang zu fordern. 

Oben wurde die Annahme entwickelt, daB die Quecksilbersalze 
eine spaltende Wirkung auf den Aktivator ausiiben. Es wurde 
daher untersucht, ob die direkte Behandlung des Dialysates mit 
HgCl, zum Ziel fiihren wiirde. Kin Dialysat wurde somit mit 
konzentrierter Quecksilberchloridlésung ohne eine vorhergehende 
Reinigung mit Bleiacetat gefillt und das Filtrat (nach Entfernung 
des Quecksilbers) mit Bleiessig zur vollstindigen Ausfillung ver- 
setzt. Indes ergab sich, daB dieses Verfahren keine Fraktionierung 
zur Folge hatte. Ks kamen dieselben Girungswerte fiir sowohl 
das Bleiessigfiltrat wie fiir das Hg-Filtrat heraus: 6,8 ccm CO,- 
Stunde. Die Bleifallung scheint also nicht unentbehrlich zu sein. 
Uber die Natur der Wirkung dieses Fiillungsmittels kann nichts 
Bestimmtes gesagt werden; man kénnte aber vermuten, daB es 
gewisse schiitzende Substanzen entfernt. 

Auf Grund der bisher gefundenen Tatsachen wurde nun fol- 
gende Versuchsserie durchgefiihrt. Ein Dialysat wurde zuerst mit 
neutralem Bleiacetat gefallt. Die Fallung wurde weggeworfen 
Zu dem Filtrat wurde danach basisches Bleiacetat bis zur voll- 
stiindiven Ausfillung gesetzt. Fallung und Filtrat wurden von 
Blei befreit. Das Filtrat wurde dann auf gewéhnliche Weise mit 
HCl, und nachher aufs neue mit Bleiessig behandelt. Das 
Filtrat der ersten Bleiessigfillung wird mit Pb-Essig I bezeichnet 
und die zugehérige Fillung mit Fillung I. Die zweite Fallung 
ist Fraktion I. 

Tabelle 18. 





iteeien | Pb-Filtrat | Pb-Essig I | Fraktion If | Fraktion I + II 





cem CO,/Stunde 7,1 | 6,7 4,7 | 6,7 








Die erste Bleiessigfillung hat ein wenig Aktivitat mitgenommen, 
vermutlich durch Adsorption. Durch Mischung mit Fillung I 
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wurde die Girungskurve des Bleifiltrates gut zuriickerhalten. Die 
Kraktion II weist die gewéhnliche (herabgesetzte) Aktivitiit auf 
und JaiBt sich zum Ausgangswert erhéhen. Es ist also zu ver- 
zeichnen, daB die Behandlung mit Bleiessig vor der (Quecksilber- 
salzbehandlung den Aktivator Z nicht aufspaltete, was die Ver- 
mutung iiber die Rolle des Quecksilbers stiitzt. 

Es wurde nun die Fraktion II teils mit Fillung I und teils 
mit Fallung I + Fraktion I, also beide Bleiessigfillungen, ver- 
mischt. 

Tabelle 19. 





' Fraktion I] Frakti - I] +- 
tity Pb-Filtrat I amet + raktion I + 
Fiillung I Fillung I 
cem COQ,/Stunde 7,4 7,0 7,0 











Ks ergibt sich dabei der interessante Befund, daB die Fiillung I 
(also die erste Bleiessigfillung) mit der Fraktion II Maximalakti- 
vitit erzeugen kann. Ks kommt dabei nicht voéllige Rekonstruktion 
in Frage, das ist eine Zuriickerhaltung der Kurve des Pb-Kssig I. 
Vielmehr ist ihr Verlauf bzw. der Aktivitiit nicht zufriedenstellend, 
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sondern gleicht dem, der nach Verdiinnung der Lésungen erhalten 
wird. Das Bemerkenswerte ist aber, dab diese Fillung das Ver- 
moégen hat, die Aktivitiit der Fraktion IJ zu erhéhen. Die weitere 
Zufiigung der Fraktion I zur letzten Mischung gibt die Ursprungs- 
aktivitit gut zuriick. Dagegen konnte Inositzusatz zur Fraktion II 
ihre Aktivitiit nicht verbessern, was bei Betrachtung der friiheren 
Resultate unverstindlich ist. Die graphische Darstellung dieser 
Versuchsserie ist in Fig. 6 enthalten 

Nach den Untersuchungen iiber den Zuwachsfaktor kénnte 
man vermuten, daB die erste Bleiessigbehandlung das Bios auf- 
gespalten hat. Lucas z. B. gibt an, dab sein Bios I durch Blei- 
essig fallbar war. Meine Zuwachsversuche haben auch diese 
Vermutung bestiitigt, indem die Zuwachsverhiiltnisse hier genau 
so wie bei dem Blei-Natronlaugeversuch des IV. Kapitels waren. 
Die Lésung, die den Bios I enthielt, war also imstande, in der 
Fraktion Il des Faktors Z eine wesentlich erhéhte Girungs- 
geschwindigkeit zu erzeugen, was trotz allem auf eine gemeinsame 
Komponente von Bios und Z deuten kénnte. Diese Seite des 
Problems sollte indessen besser untersucht werden. 

Durch die hier mitgeteilten Versuche, mit den friiheren zu- 
sammengestellt, diirfte also der Aktivator Z von den iibrigen wasser- 
léslichen Faktoren der Hefe abgegrenzt sein, insoweit wir wenig- 
stens bis jetzt ihre chemischen und physiologischen Eigenschaften 
kennen. Kr muB also als ein ganz spezifischer Gairungsaktivator 
betrachtet werden. Die Erforschungsgeschichte zeigt, wie vorher 
erwihnt ist, daB die Faktoren dieser Gruppe oft miteinander in 
Beziehung gesetzt worden sind und zwar ist wohl eine der Ursachen 
dazu ihr reichliches und gleichzeitiges Vorkommen in gewissen 
Priiparaten. Ks mége auch erwihnt werden, daB sich die Auf- 
fassung verbreitet, daB Vitamin B in dem Kohlenhydratumsatz 
des lebenden Organismus eine Aufgabe hat. Unsere Kenntnis 
iiber ihre Konstitution ist jedoch immer noch unvollstiindig. Die 
neuesten Forschungsresultate geben aber an, daB sie nicht von 
einheitlichem Bau, sondern von zusammengesetzter Natur sind. 
Deswegen ist es wohl noch zu friih, den Gedanken an einen Zu- 
sammenhang fallen zu lassen, da die Moéglichkeit offen ist, daB 
es gemeinsame Komponenten geben kann. 

In dieser Arbeit ist die Frage angeschnitten worden, ob Inosit 
einen ‘l'eil des Z-Aktivators ausmachen kann. Kin positiver Aus- 
fall dieser Untersuchung wire ja von gréBter Bedeutung, weil 
dadurch diese vermutete tiefere Beziehung eine wichtige Stiitze 
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erhielte. Leider ist es aber aus diesen Untersuchungen nicht ein- 
wandfrei hervorgegangen, daB Inosit die durch Bleiessig ausgefiillte 
Komponente ersetzen kann. In mehreren Fiillen vermag Inosit diese 
Fraktion ersetzen; es gibt aber auch ein paar Versuche, wovon 
einer hier mitgeteilt ist, wobei dies nicht gelang. Es legt somit 
die Wahrscheinlichkeit vor, daB Inosit ein Teil dieses Aktivators 
ist. Ein definitives Ergebnis enthalten diese Versuche nicht. Vor- 
her muB diese Sache weiter untersucht werden. Die Eastcott- 
schen Resultate sind von anderen Forschern nicht bestiitigt worden 
und das war auch hier der Fall. Die méglichen Erklirungsgriinde 
dazu sind vorher angefiihrt: Spezifitit der Hefe oder Existenz 
von mehreren Bios-Faktoren. Ks mag in diesem Zusammenhang 
an einen Ausspruch von MiB Reader erinnert werden, hinsichtlich 
ihres Resultates iiber den auf andere Mikroorganismen zuwachs- 
fordernden Effekt, der durch Zufiigung von Mannit hervortrat: 
,lt is concluded that the effects obtained are due to either the 
whole or part of the mannitol molecule acting as a specific source of 
food-supply rather than as an additive ’growth-promoting factor‘“.’) 
Jedoch liegen bisher keine Umstinde vor, die zu einer derartigen 
Auffassung des Inositproblems AnlaB geben kénnen. 

Aus den Versuchen geht aber hervor, da der Aktivator Z 
sich aufspalten laBt und dafiir wurde eine Methode angegeben. 
Die Art dieser Fraktionierung diirfte aber einer Besprechung 
unterworfen werden. Wie aus den T'abellen hervorgeht, hat dic 
Bleiessigbehandlung den Effekt, da’ die Grenzaktivitit des 
Praparates immer um etwa 2 ccm CO,/Stunde vermindert wird. 
Die Kurven iiber die Girung des Filtrates geben mit ihrem gut 
ausgebildeten waagerechten Verlauf fiir die héheren Zusitze deutlich 
an, daB das héchste Leistungsvermégen erhalten wird. Enthielte 
nun dieses Filtrat nur die zweite Komponente des Aktivators, so 
sollte man erwarten, daB dessen Aktivitat viel kleiner wire, jeden- 
falls nicht héher als die der Fallung. Sie ist aber betrichtlich 
gréBer und ihre GréBe richtet sich auBerdem nach der des 
Ausgangsmaterials. Entweder sind also diese beiden Fraktionen 
beziiglich der Girungsbeschleunigung fiireinander nicht notwendig, 
sondern erzeugen beide eine gewisse Erhéhung der Giirungs- 
geschwindigkeit, oder es ist die Aufspaltung nicht quantitativ 
durchgefiihrt. Die letzte Alternative diirfte wohl auBer Betracht 
gelassen werden. Der konstante Wert der Aktivitiitsverminderung 


1) Reader, Biochemie. J. 23, 61 (1929). 
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spricht dagegen. Es gibt aber eine dritte Méglichkeit, die 
experimentelle Stiitze hat. 

Wir bemerken, daB die Aktivitiit des ,, Filtrates“, also Fraktion 
II, auch in den Fiillen, wo die der Fillung zugehérige Komponente 
zerstért ist, denselben Wert hat, wie in den Fallen wo dies nicht 
geschehen ist und wo also die Aktivitit durch Mischen mit der 
Killung zum urspriinglichen Wert erhdht werden kann. Dies 
deutet darauf, daB die wirkliche Fraktion II keine Aktivitit be- 
sitzt, sondern daf& die Wirkung des Filtrates anderen Substanzen 
zukommt. Vielmehr wurde ein solches Filtrat mit Kohle behandelt 
und diese Operation iindert nicht seine Aktivitiit, nahm aber die 
»fraktion II mit, so daB die Fraktion I nachher keine Wirkung 
hatte. Dab diese Fraktion II mit Kohle adsorbierbar ist, wurde 
durch einen besonderen Versuch dargelegt. Es wurde ein Kohle- 
filtrat nach der Kinnersley-Petersschen Methode dargestellt, 
also wie oben in Kap. III beschrieben ist. Wie folgende '‘l'abelle 
zeigt, konnte die in diesem Filtrat verlorene Aktivitit durch ein 
Bleiessigtiltrat aus einer anderen Versuchsserie zuriickerhalten 
werden. 

Tabelle 20. 





: Kohlefiltrat + | Kohlefiltrat -+ 
L- 0 3 ha fe Tilt “at K ] ] of It ‘ t . os 
Z-Liésung Hg-Filtrat "Tl raktion 11 | Kolleoxtrakt 
eem CO, Stunde 6,1 4,2 6,1 6,0 














Ks ist somit dargelegt, daB das friiher beschriebene Auf- 
spaltungsverfahren nur einen Teil des Aktivators beriihrt, wahrend 
der iibrige Teil davon nicht angegriffen wird. Aus diesen Griinden 
wird also vermutet, daB der Aktivator Z nicht nur aus mehreren 
fiireinander notwendigen Komponenten besteht, sondern auch das 
Resultat einer Zusammenwirkung von mehreren Substanzen ist, 
die jeder fiir sich eine gewisse (niedrigere) Wirkung haben. Be- 
ziiglich der Frage, ob dieses Zusammenwirken von additiver Natur 
oder das Resultat einer gegenseitigen Wirkung im Sinne von Enzym 
und Co-Enzym ist, kann die Antwort erst nach weiteren Versuchen 
gegeben werden. Die hier mitgeteilten Untersuchungen behandeln 
also einen dieser Faktoren und es wurde erwiesen, daB dieser 
von komplexer Natur oder eine durch Behandlung mit Queck- 
silberionen aufspaltbare Verbindung irgendwelcher Art ist und dab 
die eine Komponente alkaliempfindlich ist. 
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VI. Zusammenfassung. 

Durch Versuche mit der von MiB Chick verwendeten Kinners- 
ley-Petersschen Methode wird dargelegt, daB der Antipellagra- 
faktor oder Vitamin B, mit dem Aktivator Z nicht identisch sein 
kann. Die Weiterfiihrung der Methode gibt indessen eine An- 
deutung, daB der Z-Aktivator von zusammengesetzter Natur ist. 

Es wurden die Lucassche und Kastcottsche Methode zur 
Fraktionierung von Bios auf den Faktor Z angewandt. Die Ver- 
fahren spalten (vielleicht nicht véllig quantitativ) den Zuwachs- 
faktor auf, aber lassen den Z-Aktivator im Filtrat unberiilirt. 
Da dieses Filtrat keine zuwachsférdernden Kigenschaften besitzt, 
kinnen Bios und der Faktor Z nicht identisch sein. Eine voll- 
stiindige Reproduktion der Eastcottschen Resultate mit Rekon- 
struktion der Zuwachswirkung des Filtrates durch Inosit ist nicht 
gelungen. 

Ks wird festgestellt, daB Z-Aktivator in hochprozentigem 
Alkohol ziemlich leichtléslich ist. Es lésen sich in 95°/,igem 
Alkohol etwa 3000 Z-Kinheiten pro Liter. 

Beziiglich der anreichernden Wirkung der verschiedenen Ver- 
fahren auf den Z-Faktor ist zu verzeichen, daB die reinsten 
Priparate mit der Chickschen Methode durch eine Anreicherung 
von H, A. = 7,9—3,8 erzielt worden sind, die mit Alkoholbehandlung 
zu 3,4 gefiihrt wurde. Auch die Behandlung mit alkalischem 
Blei hat guten Reinigungseffekt durch H.A.-Verminderung von 
9,8 zu 5,3 gegeben. Mit alkoholischem Baryt ist eine Anreicherung 
von 10,7—8,7 erhalten. Eine Behandlungsmethode hat aber bei 
verschiedenen Kochsiiften nicht denselben Reinigungseffekt, sondern 
es kénnen dabei recht betriichtliche Variationen auftreten. 

SchlieBlich ist die zusammengesetzte Natur des Faktors Z 
untersucht und ist dabei eine Methode zur Aufspaltung von einem 
Teil des Aktivators in zwei Komponenten gefunden. Die Versuche, 
die durch den Bleiessig ausgefallte Fraktion mit Inosit zu er- 
setzen, sind indessen nicht eindeutig positiv ausgefallen, so dab 
die Vermutung, daB Inosit den in der Fraktion | wirksamen Teil 
ausmacht, nicht bestimmt bejaht werden kann. 








Uber die jodometrische Bestimmung der Homogentisinsiure 
im Harn. 
Von 
Ernst Metz. 


(Aus dem Institut flr vegetative Paysiologie der Universitat Frankfurt.) 


(Der Redaktion zugegangen am 13. September 1930.) 


Vor kurzem haben Lieb und Larnyar') die von mir angegebene 
jodometrisehe Methode zur Bestimmung der Homogentisinsiiure im Harn?) 
in einigen Punkten modifiziert.*) Meine Mcthode griindet sich auf die leichte 
Oxydierbarkeit der Homogentisinsiiure zu Chinonessigsiéure durch Jodlésung 
nach Bicarbonatzusatz und die vollkommene Reversibilitiit dieser quantitativ 
verlaufenden Reaktion in schwefelsaurer Loésung. 

Einige der yon den genannten Autoren yorgenommenen Anderungen, 
wie z. B. die Benutzung von n/20- statt n/10-Lésungen, erscheinen mir nicht 
sehr wesentlich. Nur zwei der von Lieb und Larnyar eingefiihrten Modi- 
fikationen sollen hier kurz besprochen werden. 

Die eine dieser niiher zu erérternden Abiinderungen besteht darin, dab 
Lieb und Larnyar die Bestimmung in sehr groBer Verdiinnung ausfiihren. 
Hierdurch wird die Reduktion der Chinonessigsiiure zu Homogentisinsiiure 
freilich so stark verlangsamt, daB die genannten Autoren nach dem An- 
siuern mit Schwefelsiiure 15 Minuten bis zur ‘Titration warten miissen, 
withrend bei Innehaltung meiner urspriinglichen Arbeitsvorschrift die 
Reaktion in wenigen Sekunden beendet ist; nur bei sehr niedrigen Homogen- 
tisinsiiurewerten kann sie etwas liinger (einige Minuten) dauern. 

Wiithrend hiernach das Arbeiten in groBer Verdiinnung kaum als Ver- 
besserung angesehen werden kann, ist eine solche in dem Zusatz von Jod- 
kali gegeben: denn wenngleich meine urspriingliche Methodik, die ohne 
Jodkaliumzusatz arbeitete, immerhin 99°/, der zugesetzten Homogentisin- 
siiure ergab, lieferte Jodkaliumzusatz unter Einhaltung der urspriinglich an- 
gegebenen Verdiinnungsverhiltnisse immer Werte, die weniger als 1°/, von 
dem theoretischen abwichen. Dies geht aus den 6 Versuchen der unten- 
stehenden Tabelle hervor, bei der die Endtitration sofort nach der An- 
siiuerung ausgefiihrt wurde. Man sieht, dab bei geniigender Konzentration 
der Homogentisinsiiure liingeres Warten, wie es von Lieb und Larnyar 
empfohlen wird, unndtig ist. 


1) Diese Z. 181, 199 (1929). 

®) Metz, Biochem. Z. 190, 261 (1927). Die dieser Arbeit zugrunde 
liegenden Untersuchungen wurden an der Medizinischen Klinik des Hospi- 
tals zum Heiligen Geist in Frankfurt a. M. (damaliger Direktor Prof. Dr, 
G. Katsch) ausgefiihrt. 

‘) Ihre Modifikationen rechtfertigen es nach meiner Meinung nicht, daB 
Lieb u. Larnyar in neuen Publikationen (diese Z. 186, 111 [1930], 186, 119 
[1930}) die Methodik der jodometrischen Homogentisinsiiurebestimmung nicht 
mir, sondern sich selber zuschreiben. 
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Verbauch Verbrauch oe a a ee 
Verwandte Ho- ee aa rcfundene Homogentisin- 
mtisineiure- oa siiuremenge 
a demain lésuny bei | n/10-Thio 6 
——— a biearbonat- | sulfatlésung se 
(gelést in ; . in °), der 
wkalischer | bei saurer in g 
10 cem Wasser) ; zugesetzten 
Reaktion Reaktion Menge 
0,04570 5,45 5,41 0,04546 99,5 
0,02540 3,00 3,00 0,02521 99,3 
0,04750 5,65 5,65 0,04748 100,0 
0,06180 7,35 7,37 0,06193 | 100.2 
’ ’ ’ 
0,04960 5,89 5,90 0,04958 100,0 
’ ’ ) ’ 
0,03090 3,63 3,70 0,03109 | 100,6 











Dankbar bin ich Lieb und Larnyar fiir den Hinweis darauf, daB 
in meiner friiheren Arbeit in der Tabelle der homogentisinsiurehaltigen Harne 
eine Diskrepanz besteht zwischen der Titrationszahl und dem = errechneten 
Wert. Hier kam eine ‘Tabelle zur Verdéffentlichung, die aus Versuchen 
stammte, zu denen kristallwasserhaltige Ilomogentisinsiiure verwendet wurde. 
Zur Berechnung dieser kristallwasserhaltigen Homogentisinsiiure wurde in 
diesen Versuchen die verbrauchte Anzahl cem n/10-Thiosulfat nicht mit 
dem fiir kristallwasserfreie Homogentisinsiure giiltigen Faktor 0,008487, 
sondern mit dem Faktor 0,00911 multipliziert, der die in meiner friiheren 
Tabelle angegebenen richtigen Werte lieferte. 

Die von mir und auch von Lieb und Larnyar hervorgehobene 
Schwierigkeit der Bestimmung der Homogentisinsiiure im Harn ist, worauf 
ich frither schon hinwies, dadurch bedingt, dab normale Harne einen Jodver- 
brauch zeigen, der in saurer Lésung nicht reversibel ist. 

Fiir nicht berechtigt halte ich es, daB Lieb und Larnyar, die die 
zuin Harn zugesetzte Homogentisinsiiure niemals quantitativ wiederfanden, 
einen konstanten Korrektionswert einfiihren, derart daB sie zu der ge- 
fundenen Jodmenge einfach 0,2 cem n/20-Lésung addieren. Die Hinzu- 
rechnung einer stets gleichen Jodmenge ist schon deswegen nicht angingig, 
weil nach meiner friiheren Feststellung bei niederen Homogentisinsiurezu- 
siitzen bzw. bei Verwendung stark verdiinnten Harnes 6fters vollig richtige 
Werte erhalten werden. Der gefundene Homogentisinsiureverlust ist im 
wesentlichen dadurch bedingt, daB manche Harne einen gewissen Jodver- 
brauch bei saurer Reaktion zeigen, der auch dann nicht vollig ausbleibt, 
wenn vorher bei bicarbonat-alkalischer Reaktion Jod bis zur gerade blei- 
benden Blaufirbung hinzugefiigt wurde. 

Die nach Absiittigung des Harnes mit Jod in bicarbonat-alkalischer 
Lisung bei saurer Reaktion nach erneutem Zusatz von Jodlisung gebundene 
Jodmenge ist nun aber am normalen Harn von Fall zu Fall verschieden. 

Ein konstanter Korrektionsfaktor ist deswegen unanwendbar. Eher 
kénnte man nach meinen Erfahrungen zu richtigen Werten kommen, wenn 
man nach Beendigung der Analyse nochmals bei saurer Reaktion und nach 
gleich langem Zuwarten wie im Hauptversuch ebensoviel ccm n/20- Jod- 
lésung zuflieBen 1iBt als ccm n/20-Thiosulfat verbraucht wurden, und den 
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eingetretenen ‘Titerverlust dureh Riicktitration mit Thiosulfat bestimmt. 
Den so ermittelten Jodverbrauch, der meist zwischen 0,0—0,2 cem n/20-Jod 
liegt, zieht man dadurch in Rechnung, da8 man ihn zu dem im Haupt- 
versuch gefundenen Werte addiert. Diese Korrektur ist freilich ihrem Wesen 
nach eine Minimalkorrektur, da bei wiederholtem Zusatz von Jodlésung 
unter jedesmaliger Riicktitration nach gleicher Kinwirkungszeit der Jodver- 
brauch allmihlich geringer wird. Trotzdem ich gelegentlich Homogentisin- 
siiure, die ich normalem Harn zugesetzt hatte, nach Anbringung der eben 
besprochenen Korrektur quantitativ wiederfand, méchte ich von der prak- 
tischen Anwendung dieses Korrekturverfahrens umn so mehr abraten, als 
auch ohne die Korrektur bei irgend betriichtlichem Homogentisinsiuregehalt 
des Harnes die gefundenen Homogentisinsiurewerte um kaum mehr als 2°/, 
hinter den berechneten zuriickbleiben. 

Die verwendete, aus Alkaptonharn dargestellte Homogentisinsiiure war 
wasserfrei, wie aus der Elementaranalyse hervorgeht. 

Schmelzpunkt der Substanz 147°. 

0,1014 ¢ Substanz ergaben 0,2126 g CO, und 0,0413 g H,O. 

Gef. 57,18°/, C 4,56°/, H. Ber. 57,129/, C 4,80°/, H. 


Zum SehluB gebe ich die friiher von mir angegebene Methodik unter 
genauer Dosierung der zugesetzten Menge Natriumbicarbonat und Schwefel- 
siiure nochmals wieder; ich fiige dem System entsprechend dem Vorschlage 
Lieb und Larnyar Jodkalium und zwar in der unten angegebenen Menge 


hinzu,. 
Methodik. 

10cem urspriinglichen oder 10 cem eines in bekanntem Verhiltnis ver- 
diinnten Alkaptonharnes werden mit 0,25—0,30g Natriumbicarbonat pro 
analysi und dann mit 5 cem 5 °/siger Jodkaliumlésung und 5 cem (statt bis- 
her 1 cem) 1°/,iger Stirkelésung (Kahlbaums losliche Stirke) versetzt. Es 
ist zweckmiibig, den Harn stets so zu verdiinnen, daB nicht mehr als 10 bis 
12cem n/20-Jodlésung verbraucht werden. 

Man titriert mit n/20 Jodlésung bis zur gerade bleibenden Blaufirbung, 
die etwa '/, Minute bestehen bleiben mu’. (Durch die Oxydation der Harn- 
siiure und anderer oxydierbarer Substanzen verschwindet die Blaufirbung 
bei noch lingerem Stehen immer wieder.) Man fiigt bei bestehender 
Blaufirbung 20 cem einer Schwefelsiiure hinzu, die durch Vermischung von 
80 Volumteilen Wasser und 20 Volumteilen konzentrierter Schwefelsiure 
hergestellt wurde, und titriert die abgeschiedene Menge Jod mit n/20-Thio- 
sulfat. Die erhaltene Zahl wird bei Verwendung von n/20-Lésungen mit 
dem Faktor 0,0042016, bei Verwendung von n/10-Lésungen mit dem Faktor 
0,0084032 multipliziert. 

Es ist notwendig, die Bestimmung rasch auszufiihren. Die Methode 
liefert Werte, die um héchstens 2°/, zu niedrig sind, wihrend die Bau- 
mannsche Methode infolge des Harnsiiuregehaltes des Harnes meist zu hohe 
Werte ergibt.') 


1) Zu hohe Werte liefert meine Methode nur bei einem so geringen 
Homogentisinsiiuregehalt, wie er bei der Alkaptonurie kaum jemals vor- 


kommen diirfte. 
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Untersuchungen iiber ,,Acetylbasen“ aus Proteinen. 
Von 


Niels Troensegaard, Fritz Wrede und H. G. Mygind. 


(Aus dem Privatlaboratorium N. Troensegaard-Kopenhagen und dem Physioloyischen 
Institut der Universitit Greifswald. 


(Der Redaktion zugegangen am 20. September 19:30.) 


Vor etwa 10 Jahren hat der eine von uns die Ansicht aus- 
gesprochen,, daB die Eiweibstoffe aus heterocyclischen Ring- 
systemen aufgebaut seien, die durch Fermente und hydrolytische 
Agentien leicht zu Aminosiuren aufgespalten werden kénnten; 
somit wiren die Aminosiiuren als solche nicht im Eiweib vorge- 
bildet, wie die alte ,,Polypeptidtheorie“ fordert.!) Diese Ansicht 
ist unter dem etwas irrefiihrenden Schlagwort ,,l'roensegaards- 
Pyrroltheorie* des 6fteren diskutiert worden. Gegen die an sich 
sehr bestechende Theorie wurde eingewandt, daf bisher ein Be- 
weis fiir ihre Richtigkeit fehle. Kin solcher Keweis sollte durch 
die Isolierung einheitlicher und krystallisierter cyclischer Spalt- 
produkte aus KiweiB zu erbringen sein. 

Wir suchten in der Folge nach einem Verfahren zur Spal- 
tung von Proteinen, welches moéglichst wenig freien Aminostick- 
stoff und méglichst viele freie Iminogruppen entstehen lieB, Kins 
dieser Verfahren bestand darin, die Eiweibstoffe — anstatt durch 
eine Hydrolyse — durch eine Acetolyse aufzuspalten, ahnlich wie 
dies ja auch bei gewissen Polysacchariden mit Erfolg durchgefiilrt 
worden war. Die trockenen Proteine wurden mit EKisessig und 
Acetylchlorid, danach mit Essigsiureanhydrid und Natriumace- 
at behandelt, die Reaktionsprodukte wurden auf Grund ihrer 
Léslichkeit in gewissen organischen Solventien in verschiedene 
Fraktionen aufgeteilt. Kine weitere Fraktionierung wurde durch 
Destillation im Hochvakuum erreicht. Die so erhaltenen ,,Acetyl- 
basen“ waren zwar bisher noch nicht in krystallisiertem Zustand 
gewonnen worden, die Klementaranalyse der einzelnen Fraktionen 


1) Troensegaard, Diese Z 112, 86 (1920). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXCIII. 
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wies aber darauf hin, daB in ihnen héchstwahrscheinlich cyklische 
Verbindungen in gréBerer Menge vorhanden sein muBten,?) 

In der vorliegenden Arbeit soll dariiber berichtet werden, 
wie vor kurzem aus diesen ,,Acetylbasen“ zwei Verbindungen in 
Form von krystallisierten Derivaten isoliert werden konnten. Die 
eine Verbindung hat die Formel C,H,,N,O, die andere C,,H, ,N,0.. 
Sie wurden in den _ ,,Acetylbasen“ fast aller bisher untersuchten 
Proteine gefunden und zwar in denen vom Serum-Globulin, Serum- 
Albumin, Globin, Fibrin und Casein. Aus Gliadin leB sich nur 
die Verbindung C,H,,N,0O, nicht aber ©,,H,,N,O,, aus Seiden- 
fibroin lieB sich keine von beiden gewinnen. 

Die beiden Stoffe fanden sich in den Fraktionen, die in 
Schwefelkohlenstoff und in Ather lislich sind; beide sind im 

Vakuum destillierbar. C,,H,,N,O, findet sich in der Fraktion, 
die im Hochvakuum zwischen 110° und 130°, ©,H,,N,O in der 
Kraktion, die zwischen 130° und 180° siedet. Die Isolierung 
aus diesen Fraktionen geschieht am besten in Form der Chloro- 
aurate, aus denen dann leicht andere Derivate hergestellt werden 
kénnen. Die Ausbeute (auf freie Base berechnet) ist durchschnitt- 
lich 0,5°/, des angewandten Proteins (0,2 bis 1°/,). 

Uber die Kigenschaften und Reaktionen der beiden Verbin- 
dungen soll im experimentellen Teil berichtet werden. Erwihnt 
sei, dab die Chloroaurate, die aus den verschiedenen EiweiBstoffen 
dargestellt wurden, durch ihre Krystallform und ihren charakte- 
ristischen Schmelzpunkt, sowie auch immer durch die Analyse 
identifiziert wurden. Es erschien uns jedoch iiberfliissig, alle 
diese zahlreichen Analysen im experimentellen Teil anzufiihren. 


Experimenteller Teil. 


Darstellung der Acetylbasen. 100g ganz trocknes und sehr 
fein gepulvertes Protein werden mit 700 ccm Kisessig tibergossen 
und mit 75g Bromwasserstoff-Kisessig (bei 0° gesittigt) maBig er- 

wirmt?); unter Umschiitteln wird der gréBte Teil von dem Protein 
gelost, dann werden 100 ccm Acetylchlorid zugesetzt. Nun wird 
in einem Kotben mit eingeschliffenem RiickfluBkiihler im Olbad 


') Troensegaard u. Koudahl, Diese Z. 153, 93 (1925). 

9) Die Zugabe von Bromwasserstoff-Eisessig ist nur bei Globin, Fibrin, 
und Seidenfibrin notwendig. Das Serum-Globulin und das Serum-Albumin 
lésen sich in der Mischung von Eisessig und Acetylchlorid, wenn der Kol- 
ben dann und wann wiihrend der Erhitzung umgeschiittelt wird. Eine 
kleine Menge Bromwasserstoff beschleunigt jedoch das Lésen. 
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bei 105° 12 Stunden erhitzt, dabei werden im Laufe der ersten 
6 Stunden noch insgesamt 300 ccm Acetylchlorid in Portionen von 
je 50g zugesetzt. Die Lisung wird jetzt im Vakuum bei einer 
Badtemperatur von 60° zum Sirup gebracht. Der Riickstand 
wird mit 200ccm Kssigsiureanhydrid versetzt, es wird wieder im 
Vakuum bis zum Sirup eingedampft. Dieser wird mit 750 ccm Kssig- 
siiureanhydrid und 100g gepulvertem, wasserfreiem Natriumacetat 
langsam im Olbad erhitzt, bis die Temperatur 133° erreicht hat; 
auf dieser Temperatur hilt man die Substanz etwa 5 Minuten. 
Die Lésung wird dann im Vakuum zu einem nicht zu dicken Brei 
eingedampft. Dieser wird im Kolben zweimal mit Ather aus- 
seschiittelt, wobei der Ather allmihlich unter Umschiitteln zuge- 
setzt wird. Der Riickstand wird in 150 ccm Eisessig gelést und 
mit trocknem Ather versetzt, solange noch eine Fiillung (Acety!- 
proteine) entsteht. Die Lisung wird mit der Atherlésung  ver- 
einigt (Lésung A.) 

Aus den durch den Ather ausgefillten Massen (Acetylpro- 
teine) kénnen noch weitere Mengen Acetylbasen gewonnen 
werden. Sie werden dazu in 500 ccm Kisessig gelist und mit 
50 com <Acetylchlorid unter Riickflu8 im Olbad erhitzt, wobei 
man die Temperatur von 105° allmihlich auf 115°  steigert. 
Dabei werden, wie oben, im Laufe von 12 Stunden portions- 
weise weitere 300 ccm Acetylchlorid zugesetzt. Nach 12 stiin- 
digem Erhitzen wird im Vakuum eingedampft, der Riickstand 
wird mit 200ccm Essigsiureanhydrid im Vakuum zum Sirup ge- 
bracht. Dieser wird mit 600 ccm Hssigsiureanhydrid und 80 g 
trocknem Natriumacetat 5 Minuten bei 133° acetyliert, darauf 
im Vakuum zu einem dicken Brei eingedampft. Nun wird mit 
300cem Chloroform digeriert, darauf durch Glaswolle filtriert, 
der Riickstand wird mit etwas Chloroform nachgewaschen. Die 
Chloroformlésung wird im Vakuum auf 250ccm gebracht, dann 
wird sie in 1 Liter trocknen Ather eingetropft, von dem ausge- 
falltem Acetylprotein wird abgesaugt. Die Chloroform-Atherliésung 
der Acetylbasen wird im Vakuum stark eingeengt, der Riickstand 
wird mit trocknem Ather aufgenommen (Lisung B). Diese iitherische 
Lisung wird mit Losung A vereinigt. In den vereinigten Lésungen 
sind die Acetylbasen enthalten. 

Wenn Lésung A und Lésung B je fiir sich fraktioniert wird, 
findet man, daB die Ausbeute der ,,Acetylbasen“ in A dreimal 
gréBer ist als in B. Die Menge der Base (,H,,N,O in Lisung B 
ist aber gréBer als in A. 

4” 
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Die iitherischen Lésungen werden eingedampft, der Riick- 
stand wird im Vakuum destilliert. Zu der Destillation im Vakuum 
werden zweckmibig mehrere Portionen vereinigt, da die Menge 
der ,Acetylbasen“ sonst etwas zu gering ist. 

1. Fraktion (Vorlauf), bis etwa 100° bei 15mm Druck. Be- 
steht hauptsichlich aus Kssigsiure, Essigsiiuranhydrid und Acet- 
amid. 

2. Fraktion, von 80° bis 130° bei 0,3 mm Druck. Dient zur 
Isolierung der Base C,,H, ,N,O,. 

3. Fraktion, von 130° bis 200° bei 0,3 mm Druck. Dient zur 
Isolierung der Base C,H,,N,0. 

Aus Fraktion | und auch aus Fraktion 2 scheiden sich all- 
mithlich Krystalle ab, und zwar manchmal solche von Diacet- 
amid (Schmelzp. 78°), manchmal solche von T'riacetodiamid (Schmelz- 
punkt 65°). Die Krystalle werden auf ‘lon abgepreBt, mit etwas 
Kssigsiiure gewaschen und im Vakuum iiber KOH getrocknet. 


Diacetamid, farblose Nadeln vom Schmelzp. 78°. 
7,295 mg Substanz gaben 0,867 cem N (761 mm, 20°). 

(CH,CO),NH Ber. 13,87°9/, N.—- Gef._-13,86/, N 
Triacetodiamid, derbe farblose Krystalle vom Schmelzp. 65°. 
4,917 mg Substanz gaben 8,09 mg CO, + 3,26mg H,0. 

5,440 me Substanz ,, 0,817cem N (759mm, 21°). 

C,H,,N,O, Ber. 44,979,C  7,56%/,H —17,50°/, N 
Gef. 44,87 7,42 17,41 

Base C,,H,,N,0,. Chloroaurat. 5g des hellgelben Oles 
(Fraktion Il) werden in 75 ccm kalter 10°/,iger Salzsiure gelist; 
es wird durch Kieselgur filtriert, dann mit 50°/,igem Goldchlorid 
versetzt, solange noch ein Niederschlag entsteht (etwa 20 ccm 
(toldchlorid). Dieser Niederschlag besteht aus Krystallen und 
einem Ol. Er wird abgesaugt und in wenig warmem Alkohol 
gelést. Zu der erkalteten und filtrierten Lésung wird etwas 
Goldchlorid und langsam 5°/,ige Salzsiure hinzugesetzt, worauf 
sich schién ausgebildete Krystalle abscheiden. (Es darf nur so- 
viel Salzsiiure zugesetzt werden, daB noch keine Absonderung 
von dligen Tropfen erfolgt.) Die Krystalle werden nochmals wie 
oben aus Alkohol unter Zusatz von Goldchlorid und verdiinnter 
Salzsiiure umkrystallisiert, bis der Schmelzpunkt scharf bei 193° 
(unk.) liegt. Das Chloroaurat wird bei 78° im Vakuum iber 
P.O, und KOH getrocknet. 
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4,988 ing Substanz gaben 4,11 gm CO,-+1,25 mg H,O + 1,830 mg Au. 


4,777 ng - » 896mg CO,+1,24 mg H,O + 1,756 mg Au. 
6,405 mg a » 0,289 cem N (774 min, 20"). 
157,2 mg ss brauchten 11,27 cem n/10-AgNO,-Lésung (nach 
Mohr), 
Ci HN ,O,-HAuCl, (534,1) 
Ber. 22,47°/, C 2,83°/, H 5,25°/, N 36,92°/, Au 26,56"), Cl 
Get. 22,47 2,80 5,35 36,69 25,44 
22,61 2.90 36,76 


Das Chloroaurat bildet hellgelbe Stibchen und Nadeln, dic 
bei 175° dunkel werden, bei 193° (unk.) schmelzen. Sie sind fast 
unlislich in Wasser und verdiinnter Salzsiiure, wenig lislich in 
kaltem Alkohol, leicht léslich in heiBem Alkohol und in warmeim 
Aceton. Beim Kochen der wiBrigen salzsauren Lésung erfolgt 
eine Zersetzung, denn das Chloraurat krystallisiert beim Abkihlen 
nicht wieder aus. Das Umkrystallisieren erfolgt daher am besten 
durch Lésen in warmem Alkohol und — nach dem Abkiihlen — 
Zugabe von etwas Goldchlorid und verdiinnter Salzsiure. — Das 
Chloroaurat wurde isoliert aus Serumglobulin, Serumalbumin, 
Fibrin, Kasein und Globin. Aus Gliadin und Seidenfibroin gelang 
die Darstellung nicht. 

Das Chloroaurat wird, wenn es in Wasser suspendiert ist, leicht 
durch Schwefelwasserstoff zersetzt. Wird das Filtrat durch einen 
Luftstrom vom Schwefelwasserstoff befreit, so kann durch Zugabe 
von Goldchlorid das oben beschriebene Chloroaurat wiederge- 
wonnen werden. Mit Platinchlorid entsteht nur in ganz starker 
Konzentration ein krystallisierter Niederschlag, der sehr leicht in 
Wasser und auch in Alkohol léslich ist. Dieses Chloroplatinat 
wurde nicht weiter untersucht. 

Die Lésung der salzsauren Base gibt folgende Reaktionen: Mit 
Alkohol und alkoholischer Ferrocyanwasserstoffsiure kein Nieder- 
schlag; mit waBriger Pikrinsiure Olige Fiillung; mit Phosphor- 
wolframsiure in verdiinnter Schwefelsiure starker weiBer Nieder- 
schlag. Die Reaktion nach van Slyke verliuft negativ. Hbenso 
ist die Priifung auf Methoxyl- und Methylimidgruppen ohne Erfolg. 
Die Diazo- und Millonreaktion ist negativ. Mit m-Nitrobenzoyl- 
chlorid, auch mit Benzolsulfochlorid (in alkalischer Lésung ge- 
schiittelt) entsteht kein Acylderivat. 

_ Base C,H,,N,0. Chloroaurat. 5g des dicken, hellgelben 
Oles (Fraktion III) werden mit etwa 50ccm 10°/,iger Salzsiure 
unter 6fterem Umschiitteln eine Viertelstunde im kochenden Wasser- 
bad erhitzt. Die braungefirbte Fliissigkeit wird durch Kieselgur 
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filtriert, das Filtrat wird noch warm mit 5 cem 50°/,igem Gold- 
chlorid versetzt. Die schmierig ausfallenden Goldsalze werden 
iiber Kieselgur abgesaugt und verworfen. Ist das Filtrat noch 
nicht goldgelb, so werden noch weitere Mengen Goldchlorid zu- 
gesetzt, bis nach dem Filtrieren die gewiinschte Farbe da ist. 
Auf Zusatz von weiterem Goldchlorid (etwa 10 ccm) erfolgt nun 
eine ‘T'riibung. Beim Stehen im Kisschrank bilden sich groBe 
Mengen von blitterformigen Krystallen. Sie werden abgesaugt, 
in wenig heiBem Alkohol gelést und durch Zusatz von etwas 
Goldchlorid und 5°/,iger Salzsiure wieder zur Abscheidung ge- 
bracht. Nach dem Waschen mit wenig verdiinnter kalter Salz- 
siiure wird das Chloroaurat bei 78° im Vakuum itiber P,O, und 
KOH getrocknet, 
4,778 mg Substanz gaben 2,22 mg CO, + 0,61 ng H,O + 2,187 mg Au. 
4,649 mg - » 217mg CO,-+ 0,66 mg H,O + 2,126 mg Au. 
12,580 mg vo »  0,558ceem N (754mm, 21°). 
C,H,,N,0(HAuCl,), (857,2) 
Ber. 12,60°/,C 1,529, H  4,90°,N  — 46,01°/, Au 


Gef. 12,67 1,43 5.11 45,94 
12,73 1,59 45,78 


Das Chloroaurat bildet federférmige Blittchen von mehreren 
Millimetern GréBe. Es schmilzt bei 184° (unk.) unter Zersetzung. 
Es ist schwer léslich in kalter verdiinnter Salzsiure, leichter lés- 
lich in heiBer verdiinnter Salzsiure. Beim kurzen Kochen dieser 
Lésung entsteht keine Verinderung. Leicht léslich ist es in 
Alkohol und Aceton. — Seine Darstellung gelang aus Serumalbumin, 
Serumglobulin, Fibrin, Kasein und Gliadin; sie gelang nicht aus 
Seidenfibroin. 

Chloroplatinat. Das Chloroaurat wird in waBriger Sus- 
pension mit Schwefelwasserstoff zerlegt. Das Filtrat wird durch 
einen Luftstrom von Schwefelwasserstoff befreit. Auf Zugabe von 
50°/,igem Platinchlorid entstehen schin ausgebildete sechseckige 
Platten. Es wird abgesaugt, mit verdiinnter Salzsiure gewaschen 
und bei 100° im Vakuum iiber P,O, und KOH getrocknet. 


5,029 mg Substanz gaben 3,405 mg CO, + 1,00 mg H,0. 


5,131 mg s » 938,47 mg CO, + 1,03 mg H,0. 
11,27 mg ‘*. » 38,75 mg Pt. 
13,34 mg +4 » 4,46 mg Pt. 
C,H,,N,0.H,PtCl, (587,1) 
Ber. 18,40°%/, C 2,239) H 33,25), Pt 
Gef. 18,47 2,23 33,28 
18,44 2,25 33,43 
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Das Chlorplatinat wird bei 260° schwarz, ohne zu schmelzen. 
Es ist schwer lislich in kaltem Wasser, mibig léslich in heiBem. 
In Alkohol ist es unléslich. 

Chlorhydrat. Das Chlorhydrat der Base C,H,,N,O krystalli- 
siert in hiibschen Nadeln, wenn die salzsaure Lisung im Vakuum- 
exiccator eingedampft wird. Das Salz ist gegen Mineralsiuren 
offenbar ziemlich widerstandsfaihig, auch bei halbstiindigem Kochen 
mit 10°/,iger Salzsiure labt es sich unveriindert wiedergewinnen. 
Die Lésung gibt folgende Reaktionen: Diazo nach Pauly positiv, 
Reaktion nach Zimmermann!) positiv, Biuretreaktion negativ, 
Millonreaktion negativ, Priifung nach van Slyke negativ, Prifung 
auf Methyoxyl- und Methylimid negativ. 

m-Nitrobenzoylderivat. Die Lésung des salzsauren Salzes 
wird durch Zusatz von Natronlauge stark alkalisch gemacht, so 
daB etwa 5°/, freies Natriumhydroxyd in ihr vorhanden ist. Dann 
wird mehrmals mit einem Uberschu8 von m-Nitrobenzoylchlorid 
geschiittelt. Nach etwa einer halben Stunde werden die abge- 
schiedenen Massen abtiltriert und in Aceton gelést. Die Lisung 
wird filtriert und entsprechend konzentriert. Beim Stehen in Eis 
krystallisiert das Acylderivat in feinen, hellgelben Nadelchen aus. 
Es wird noch mehrmals aus wenig Aceton umkrystallisiert. Dabei 
steigt der Schmelzpunkt nicht iiber 185° Die offenbar ganz 
reine Substanz gibt bei der Analyse schlechte Werte fir 


Kohlenstoff. 
4,904 mg Substanz gaben 10,17 mg CO, + 1,80 mg H,0. 


5,039 mg “ 5, 10,515 mg CO, + 1,89 mg H,0. 
4,120 mg ‘i » 8,61 mg CO, + 1,58 mg H,0. 
2,822 mg - » 9,395 cem N (776 mm, 22°). 


C,H,)N,O(C,H,NO,) = C,,H,,N,O, (326,1) 
Ber. 58,88°/, C 4,44°/, H 17,19°/) N 


Gef. 56,54 4,11 16,54 
56,88 4,20 
56,98 4,29 


Molekulargewichtsbestimmung: 0,805 mg Substanz in 8,465 mg Campher 
gelést gaben eine Depression von 11,0°. 
1,004 mg Substanz in 9,495 mg Campher gaben eine solche von 11,0°. 
Mol.-Gew. Ber. 326,1 Gef. 346 314. 
Das m-Nitrobenzoylderivat schmilzt scharf bei 185° (unk.). 
Ks ist unlislich in Wasser, leicht léslich in warmem Aceton, 
maBig léslich in kaltem Aceton und in Alkohol. 





1) Diese Z. 186, 260 (1930). 








Uber eine neue colorimetrische Mikromethode zur Bestimmung 
des Schwefels in Sulfiden, Sulfaten usw." 
Von 


I. St. Lorant. 





(Aus der I. Medizinischen Klinik der Deutschen Universitat in Drag.) 


(Der Redaktion zugegangen am 22, September 1130.) 


Seit der Veréffentlichung obengenannter Arbeit konnte ich 
durch weitere Beobachtungen eine Verbesserung der seinerzeit 
mitgeteilten Methode erreichen. 

Diese Beobachtungen beziehen sich sowohl auf die Her- 
stellung der Lésungen, wie auch auf die Destillation und 
die Berechnung der Ergebnisse. 

Betreffs der Reagentien konnte ich feststellen, daB die 
Liésungen, wie ich schon seinerzeit mitgeteilt habe, tatsichlich 
1 Jahr unverindert und brauchbar bleiben. 

Uberraschend war nur das Verhalten der Kaliumsulfat- 
‘Testlésung, die an ihrem S-Wert abgenommen hat. Dies hingt 
mit der Qualitat der Glasflasche zusammen, in welcher die Lésung 
bereitet wurde, wobei die Resistenz des Glases anscheinend von 
KinfluB ist. Jedenfalls kann das Verschwinden der Sulfate aus 
der iiberaus diinnen Lésung als ein Hinweis dienen, wie ein 
vollstiindig S-freies Wasser herzustellen wire. 

Bei der Bereitung der ,,Siuremischung’ konnte man fest- 
stellen, daB es kaum zwei Sorten roten Phosphors gibt, die in 
bezug auf ihren S-Gehalt, als auch beziiglich ihres Verhaltens 
beim Kochen gleich gewesen wiren. Die in der letzten Zeit von 
mir verwendeten Sorten roten Phosphors (puriss. Merck) gingen 
beim Kochen an den Wiinden des Kolbens ein wenig in die 
Hohe, was aber nicht stérend wirkte. 








1) Nachtrag zur gleichnamigen Arbeit, erschienen in: Diese Z. 185, 


245 (1929). 
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Was die Kochzeit bei der Bereitung der Siiuremischung 
selbst anbetrifft, so braucht man das Kochen nicht so lange fort- 
zusetzen bis aller Schwefel verschwunden ist, sondern es geniigt, 
wenn bei stiindlich gewechselten Vorlagen, durch die Carosche 
Reaktion 2 mal nacheinander eine ziemlich gleiche, leichte Blau- 
fiirbung erzielt wird. Fiir die fertige Lésung kann man dann 
noch eine entsprechende Korrektur einsetzen. 

In der ersten Arbeit wurde mitgeteilt, daB man die Wasch- 
fliissigkeit nach 10 Bestimmungen wechseln soll. Ich habe jedoch 
seither mit ein und derselben Waschfliissigkeit auch 60 Be- 
stimmungen durchgefiihrt, ohne daB ich eine Unzulinglichkeit 
im Abfangen von HJ oder J, hiitte feststellen kénnen. 

Bei der Destillation erwiesen sich die Tonperlen als iiber- 
fliissig. Es stellte sich heraus, daB beim Sieden der rote Phos- 
phor die Tonperlen vollkommen ersetzt. 

Friiher kam es 6fters vor, daB die ersten Bestimmungen 
Fehler nach der Minusseite hin aufwiesen. Die Ursache war, 
daB die HJ, die an den Wiinden des Apparates vom Vortage 
haften geblieben ist, zersetzt und Jod frei wurde. Dieses Jod 
oxydierte dann einen Teil des voriiberstrémenden Schwefelwasser- 
stoffes. In erhéhtem MaBe war dies der Fall, wenn der Apparat 
Sonnenstrahlen ausgesetzt war. Eine Abhilfe hierfiir ist leicht 
zu schaffen: bei stirkerer Durchstrémung reduziert der im durch- 
strémenden Gas enthaltene Phosphorwasserstoff den Schwefel 
wieder zuriick zu H,S. Ks diene zur Regel, daB in der Wasch- 
fliissigkeit stets zumindest 2 Perlen gleichzeitig sichtbar sind. 
Als durchstrémendes Gas verwende man Stickstoff. 

Ks stellte sich heraus, daB bei der Bestimmung von gréBeren 
Mengen als 20 Mikrogramme von S die erhaltenen absoluten 
Werte geringer waren als die erwarteten Berechnungswerte. Bei 
naiherer Untersuchung konnte ich leicht feststellen, daB die fehler- 
hafte Bestimmung des Zahlenfaktors daran schuld war. Dieser 
Faktor wurde so ermittelt, daB aus sorgfiltig bereiteten Lésungen 
Titrationen und colorimetrische Bestimmungen durchgefiihrt wurden. 
Es zeigte sich jedoch, daB man auf diesem Wege stets kleinere 
Werte erhilt, als den Lésungen tatsiichlich zukommenden S- Wert. 
AuBerst sorgfaltig angestellte Versuche ergaben nun, daB man 
den Zahlenfaktor von 116 auf 130 erhéhen muB. Dab diese 
Unterschiede bisher nicht aufgedeckt wurden, daran trugen die 
Blindwerte Schuld, die rechnerisch ermittelt worden sind und 
demzufolge in einem beschrinkten Bereiche — auch absolut ge- 








ia 
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nommen — zu guten Resultaten fiihrten. Da nunmehr der 
Zahlenfaktor héher geworden ist, wurde auch der Blindwert héher, 
was im besten Kinklange mit dem Experiment steht. 

AuBer den reichlich vorhandenen Nitratsalzen konnte ich 
bisher in der zu bestimmenden Lésung keinen Stoff feststellen, 
der die Bestimmung beeinflussen wiirde. 

Die untere Grenze der Menge, die durch diese Methode be- 
stimmt werden kann, ist bei 10 ccm Vorlage etwa '/, Mikrogramm 
(0,0005 mg); bei kleinerer Vorlage ist diese Menge entsprechend 
niedriger. 

Durch diese Feststellungen hat die mitgeteilte Methode der 
S-Bestimmung an Sicherheit wesentlich gewonnen und es kann 
behauptet werden, daB nach 1—2 Einiibungsbestimmungen jede 
weitere Bestimmung gelingen muBb. 

Die Werte stimmen bis zur Grenze der colorimetrischen 
Ablesung, die mit Riicksicht darauf, daB sich blaue Farbe gut 
ablesen liBt, einen Fehler von 5°/, des Ausgangswertes nicht 
tibersteigt. Die Farbe der Vergleichsfliissigkeit liBt sich durch 
geringe Anderungen der Methylrotmenge den, fiir das Kolorimeter 
gegebenen Lichtverhiltnissen ausgezeichnet anpassen. 
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Untersuchungen iiber das Sphingomyelin. 
Von 
Wilhelm Merz. 


(Ausgefiihrt mit Mitteln der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft.) 


(Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Tubingen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 23, September 1930.) 


Sphingomyelin, neben den Cerebrosiden ein Hauptbestandteil 
des Protagons, wurde von Thudichum!) entdeckt und in der 
Folge von Rosenheim und Tebb*) und _ hauptsiichlich von 
Levene*®* 5) naher untersucht. Das Ergebnis der bisherigen 
Arbeiten laBt sich am besten itibersehen, wenn wir uns die von 
Levene vorliufig aufgestellte Strukturformel vergegenwiirtigen: 


OH NH—CO—R Fettsiiure. 
H,C—(CH,),,—CH—=CH—CH—CH—GH, Sphingosin. 
6 
HO—PO 


| 
O—C,H,—N(CH,),0H  Cholin. 


Wahrend das Vorhandensein von Cholin, Sphingosin und 
Phosphorséure von den friiheren Forschern in einwandfreier Weise 
sichergestellt ist, und auch die amidartige Verkniipfung von 
Sphingosin und Fettsiure durch die Auffindung eines Derivates 
des Lignocerylsphingosins als Spaltstiick des Sphingomyelins fest- 
zustehen scheint, sind neben der Frage der Verkniipfung des 
Sphingosins mit Phosphorsiure-Cholin insbesondere iiber die Natur 
und die Zahl der vorkommenden Fettsiuren noch keine sicheren 
Angaben gemacht worden. Diese Unklarheit hingt zusammen 
mit der sehr umstindlichen Darstellungsweise des Kérpers und 
der groBen Schwierigkeit, Priparate zu erhalten, die absolut frei 
sind von Cerebrosiden und vor allem von begleitenden Phos- 
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phatiden unbekannter Konstitution, die jedenfalls ihrer Natur 
nach Monamino-monophosphatide sind. 

Aufgabe der vorliegenden Arbeit war es, zuerst einwandfreie 
Sphingomyelinpriiparate aus Menschenhirn darzustellen, woméglich 
einheitliche Kérper zu fassen und durch Untersuchung der Spalt- 
produkte der bisher nicht geniigend bekannten Fettsiurekompo- 
nente niher zu kommen. Zur Darstellung der Sphingomyelin- 
priiparate sei auf die Schilderung im Versuchsteil verwiesen. Die 
folgende Tabelle gibt eine Ubersicht iiber die cinzelnen Priiparate 


und ihre analytische Zusammensetzung. 








0 y y Jod- 
to ee | a we oe oe ee vahl Drehung 
Hauptfraktion, die 
zur Spaltung _— — ; ey u°. gpa 
verwendet wurde: | 0695 | 11,55] 4,10 | 3,63 }1:1,96] 36 [aly = + 5,31 
12,6 g 
a, : 2,8 g 67,10 | 11,40 | 4,01 | 3,64] 1:2,01 | 35,7 | [el], =-+ 5,83 
ag: 1 g 66,62 | 11,68 | 4,03*)] 3,47 | 1:1,95 
66,32 | 11,60 
a,: 15g 66,66 | 11,55 3,61 
a,:0,3 ¢ 3,63 
a, : 0,29 ¢ 3,61 
Ber. fiir Lignocery1- 
sphingomyelin: on — 2 28 , 
C,,H,,N,PO, 6 f,te 1 1,72 3,73 3,' ( 30,9 
Mol.-Gew.: 832,84 
Nervony]-sphingo- 
myelin: — 1 ow, 83 37 11 
C,,H,,N,P0, 67,88 11,53 3,74 yo 61, 
Mol.-Gew.: 830,83 
Stearyl-sphingo- 
myelin: ‘ ' ss 
rs Y 3,74 35 9 
C,,H,,N,PO, 65,71 | 11,44 | 4,15 ; 
Mol.-Gew.: 748,74 

















Analysen hierzu im Versuchsteil. 








Die Werte stimmen im grofen und ganzen iiberein mit den 


Werten, die Levene aus verschiedenen Sphingomyelinfraktionen 
erhalten hat, bis auf die Drehung des polarisierten Lichtes, welche 
dieser Autor zu + 7,5 bis 8,2° bestimmt hat.®) Die Drehwerte 


*) Phosphor wurde von Fraktion a, ab nicht mehr bestimmt, da er 
erfahrungsgemiB bei allen Priiparaten zwischen 4,0 und 4,15 °/, lag. 
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meiner siimtlichen Priiparate bewegen sich zwischen + 4,99 und 
5,8° Ubereinstimmend damit fand auch Walz") in dem Diamino- 
phosphatid aus Rindermilz [@],, = + 5,5°. 

Im Gegensatz zu den bisherigen Angaben im Schrifttum er- 
wiesen sich alle von mir dargestellten Sphingomyelinfraktionen 
als merklich hygroskopisch. Bei der Aminobestimmung nach van 
Slyke wurde kein Stickstoff entwickelt, freie Aminogruppen sind 
daher nicht enthalten, was schon von Levene‘) 1914 zum ersten 
Mal festgestellt wurde. 

Sphingomyelin nimmt bei der katalytischen Hydrierung leicht 
Wasserstoft auf. Das Hydrierungsprodukt unterscheidet sich in 
seinen HKigenschaften und Analysendaten nur wenig vom Aus- 
gangsmaterial, da in ihm ja nur die Doppelbindung des Sphingosins 
und wie sich weiter unten ergeben wird, diejenige der Nervonyl- 
komponente abgesiittigt wird. Bemerkenswert aber ist die Ande- 
rung der spezifischen Drehung. Hydrosphingomyelin dreht 
+ 12,85% Das Ausgangsmaterial dreht +5,31°% Die Absittigung 
der Doppelbindungen bringt eine ihnliche Anderung der Drehung 
nach rechts mit sich, wie sie schon bei den Cerebrosiden von 
Klenk und Hiirle’) gefunden worden ist. Ihre Befunde seien 
im folgenden mit den Werten beim Sphingomyelin verglichen: 


Synthetisches Kerasin . . . . . (a) =— 4,30° Anderung 
: , _ 980 +9,56° 
Dibydrokerasin ...... . [aly = + 5,26° ; 
‘ 9190 
ee A es Kw ee mR Rw [a] =— 3,20° 
€ r, 0 
_ 9g +9,05 
Tetrabydronervon. . . . . . . [a “al = + 5,85° 
Sphingomyelin . . , x cee [a] =: 4 5,81° 
° . 990 + 7,54° 
Hydrosphingomyelin. . . . . . [a 4 = + 12,85° ' 


Fraktionierungsversuche mit dem hydrierten Priiparat, die 
die Aufteilung des noch offenbar vorliegenden Sphingomyelin- 
gemisches in Einzelindividuen bezweckten, wurden mit verschiedenen 
Lésungsmitteln durchgefihrt; sie waren aber ohne Erfolg. 

Die Acetylierung des Hydrosphingomyelins fihrte zu einem 
Monoacetylprodukt, dessen Analysendaten mit den nach den Er- 
gebnissen der weiter unten beschriebenen Spaltung errechneten 
in guter Ubereinstimmung stehen. Die Bildung des Monoacetyl- 
produkts beweist das Vorhandensein einer freien Hydroxylgruppe, 
welche am Sphingosin sitzen muf, dessen andere Hydroxylgruppe 
mit Phosphorsiure, und dessen NH,-Gruppe mit der Fettsiiure 
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verkniipft ist (vgl. die Formel). Der Aufbau des Sphingomyelins 
wiire also der gleiche wie der der Cerebroside mit dem einzigen 
Unterschied, daB an Stelle der Galaktose der Phosphorsiiure- 


Cholinester getreten ist. 


Untersuchung der Fettsauren. 


1. SpaltungderSphingomyelinhauptfraktion: Die Spal- 
tung der Hauptfraktion und die Identifizierung der Fettsiuren, 
welche im Versuchsteil eingehend beschrieben ist, ergab insgesamt 
39°/, des gespaltenen Materials an Fettsiiuren. Davon waren: 


Stearinsiiure (C,,H,,0.). . . . . etwa 57°, 
Lignocerinsiiure (C,,H,,O,)  . . » we 
Nervonsiiure (C,,H,,0.). 2... . » 


Die von Klenk§) vor einigen Jahren in dem Cerebrosid 
Nervon aufgefundene ungesiattigte Fettsiiure ist also auch ein 
Bestandteil des Sphingomyelins. Die Menge der einzelnen Fett- 
siuren wurde hier und in allen anderen Spaltungen folgender- 
maBen berechnet: Die Lignocerinsiure wurde direkt gewogen und 
die Nervonsiiure aus der Jodzahl des Rohsiiuregemisches er- 
rechnet. Die Differenz zu 100 ergab die Menge der dritten 
Siure. Nach dem Ergebnis der Spaltung ist das vorliegende 
Sphingomyelinpriiparat ein Gemisch von drei Kérpern, die sich 
durch die Fettsiurekomponente unterscheiden. 

2. Spaltung der Fraktion B: Bei der Darstellung der 
Sphingomyelinpraparate mit dem Verhiltnis P:N = 1:2 wurden 
eine Reihe von Produkten erhalten, die zwar vollig zuckerfrei waren, 
aber ein niedrigeres Phosphor—Stickstoff-Verhiltnis zeigten. Kines 
dieser Produkte fiel durch seine gute Krystallisationsfihigkeit 
aus Benzylalkohol—Kssigesterlésungen auf und wurde deshalb 
auch gespalten. Es enthielt: 

Pa. °, H .? *) N Jodzahl P:N 
64,97 11,88 3,87 2,57 22,9 1:1,47 

Bei der Hydrolyse wurden 58 °/, des gespaltenen Materials 

als Fettsiiuren gewogen. Davon waren: 
Palmitinsiure. . . . . .  etwa 75%, 
Nervonsiiure . . ... . » = 

3. Spaltung der Fraktion C: Bei der im Versuchsteil ge- 
schilderten Darstellung des Ausgangsmaterials aus Gehirn lieB 
sich mit heiBem Aceton eine Substanz extrahieren, die haupt- 
siichlich Cerebroside enthielt. Im Laufe der Aufarbeitung dieser 
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Fraktion auf Cerebroside ergab sich als Nebenprodukt eine phos- 
phatidhaltige Fraktion mit einem Galaktosegehalt von etwa 2 °/,, 
welche mir zur Untersuchung auf die Fettsiiuren von Herrn Priv.- 
Doz. Dr. Klenk in dankenswerter Weise zur Verfiigung gestellt 
wurde. Sie wurde genau so wie meine iibrigen Priiparate zucker- 
frei gemacht. Wie die Ergebnisse der Analyse zeigen, lag kein 
einheitliches Sphingomyelin vor. Die Substanz enthielt: 
273%, P 2,63 °/, N P: N= 1:1,56 


Die Spaltung heferte 50°/, des Ausgangsmaterials an Fettsiiuren, 
und zwar: 


Palmitinsiiure . . . . . etwa 50°), 
Stearinsiiure . . . .. . 4, 30 
Lignocerinsiiure. . . . . > 0,5 
Nervonsiure . . . . « @twa 20 


Aus den Ergebnissen dieser Siurespaltungen zeigte sich, dab 
das Sphingomyelin der Hauptfraktion kein einheitlicher chemischer 
Kérper war. Die Fraktionen B und C stellen Gemische von 
Sphingomyelin jedenfalls mit Phosphatiden mit dem Verhiiltnis 
P:N=1:1 dar. Derartige Kérper sind bei der Herausfraktio- 
nierung des Sphingomyelins auch erhalten, aber noch nicht naiher 
untersucht worden. Die Frage, ob die bei den Substanzen B 
und C isolierte Palmitinsiure aus Sphingomyelin oder aus anderen 
Phosphatiden stammte, konnte durch diese Versuche nicht ent- 
schieden werden. 

Durch eine neue, verinderte Darstellungsweise erhoffte ich, 
die Isolierung einheitlicher Individuen zu erreichen. Die Kinheit- 
lichkeit sollte durch das Ergebnis der Spaltung gepriift, und an 
Hand eines gréBeren Materials die Frage der vorkommenden 
Fettsiiuren vollends klargestellt werden. Da Sphingomyelin auch 
in heiBem Aceton sehr schwer léslich ist, so war es denkbar, 
daB durch fraktionierte Extraktion, die sich bei einer Gehirn- 
portion bis zur annihernden Erschépfung tiber 40 volle Tage 
hinzieht, ein stufenweises, gesondertes Herauslésen der einzelnen 
Komponenten gelingen konnte. 

Kine Ubersicht iiber die erhaltenen Produkte gibt die Tabelle. 
Sie enthailt auBerdem noch die Daten eines Sphingomyelin- 
priparates, das von Herrn Professor Thierfelder vor einigen 
Jahren auf anderem Wege aus Gehirn dargestellt wurde. Ks 
wurde in ganz gleicher Weise, wie alle von mir dargestellten 
Priiparate gespalten und auf Fettsiiuren untersucht. 
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1. Fraktion 
2. Fraktion 
u. 4. Frakt. 


vereinigt 


5. Fraktion 


3. 


6. Fraktion 


Subst. von Prof. 
Thierfelder 





0/ z | 
lo C 


66,68 


66,54 
66,25 
66,36 
65,66 
65,77 
65,99 
65,82 
66,88 
66,65 
66,49 
66,62 





0 . H 


12,12 
11,72 
11,88 
11,48 
11,62 
11,58 
11,83 
11,86 
11,78 
11,64 
11,44 





11,46 


4,06 





3,53 


3,62 





ria aly Jodzahl 
i:196| | 38,04 
1: 1,93 36,6 
1:1,99 | +5,28 | 34,3 
1:1,91 | +5,46 | 38,9 
1:1,95 | +4,99 | 39,2 
1:1,98 | +5,27 | 34,6 





Analysen hierzu im Versuchsteil. 





Siimtliche Fraktionen wurden, wie im Versuchsteil beschrieben 
wird, hydrolysiert und die erhaltenen Siiuren untersucht. 


Die Zusammenstellung bringt die Ergebnisse der Spaltungen. 





1. Fraktion 
2. Fraktion 
u. 4. Frakt. 
vereinigt 
5. Fraktion 
6. Fraktion 
Subst. von Prof. 
Thierfelder 


3. 





Ges. Fett- 
siiuren in °/, 
des Ausgangs- 
materials 


46 
44 
42 
42 
43 
43 








*/, Stearin- 


siure 
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0 
/0 


ceri 


Ligno- 


nsiiure 


°/, Nervon- 


siiure 





Alle Fraktionen enthielten, wie schon die zuerst gespaltene 
Hauptfraktion, drei verschiedene Fettsiiuren. Wie bei den Leci- 
thinen, Kephalinen und Cerebrosiden kommen mehrere und zwar 
drei Sphingomyeline im Gehirn vor, welche sich durch die Fett- 
siiure unterscheiden. Ein einheitliches Sphingomyelin zu isolieren, 
war infolge der zu groBen Ahnlichkeit der einzelnen Komponenten 
Die Menge der gefundenen Fettsiuren stimmt, 


nicht gelungen. 


soweit es die Genauigkeit des priiparativen Isolierungsverfahrens 
zuliBt, iiberein mit den durch die Levenesche Formel geforderten 


Werten. 





Ks miiBte enthalten: 
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Stearylsphingomyelin . . . . 388 °/, Fettsiiuren 
Lignocerylsphingomyelin . . . 44,2 
Nervonylsphingomyelin. . . . 44,1 . 


Die Palmitinsiure, welche bei den Spaltungen der noch 
andere Kérper als Sphingomyeline enthaltenden Fraktionen B 
und C gefunden wurde, konnte bei den durch das richtige P: N- 
Verhiltnis (1:2) charakterisierten Substanzen nirgends auch nur 
in Spuren gefunden werden. Ebensowenig ergab sich ein An- 
haltspunkt dafiir, daB irgend eine andere Fettsiiure der Isolierung 
entgangen wire, da wo erforderlich auch siimtliche Mutterlaugen 
untersucht worden sind. 

In seiner letzten Arbeit iiber das Sphingomyelin®) glaubt 
Levene eine Saiure C,,H,,0,, also eine Oxystearinsiiure nach- 
gewiesen zu haben. Das Siiuregemisch, welches er bei der Hydro- 
lyse erhielt, sollte sogar mindestens 50 °/, von dieser neuen Siiure 
enthalten haben. Obwohl seine Analysendaten gut mit den ge- 
forderten iibereinstimmten, erreichte der Schmelzpunkt seiner 
Sdiure nicht ganz den der normalen Stearinsiiure; er miiBte aber 
etwa 10° héher liegen beim Vorliegen einer @-Oxysiiure, was doch 
immerhin das wahrscheinlichste wiire, da die Oxysiuren der Cere- 
broside auch a@-Oxysiuren sind. Der viel zu niedrige Schmelz- 
punkt und die noch ungeniigende Fraktionicrung hielt ihn indessen 
vor endgiiltigen Feststellungen zuriick. Ich priifte deshalb alle 
Kraktionen mit alkoholischer Magnesiumacetatliésung auf ein in 
der Hitze unlésliches oder schwer lésliches Magnesiumsalz, welches 
als Salz von q@-Oxysiiuren ausfallen miiBte. Nirgends konnte ein 
solches gefunden werden. Auch die Titrationen der einzelnen 
Fraktionen und einige ausgefiihrte CH-Bestimmungen lieBen die 
Anwesenheit einer Siure C,,H,,0, ausgeschlossen erscheinen. 
Dagegen gibt schon Thudichum!") an, eine Fettsiure C,,H,,0, 
aus dem Spaltungsgemisch des Sphingomyelins isoliert zu haben, 
die von ihm als Sphingostearinsiure bezeichnet wird. Er hilt 
sie infolge ihres niedrigen Schmelzpunktes (57°) fiir eine isomere 
Stearinsiiure. DaB er normale, noch unreine Stearinsiiure in 
Handen hatte, kann jetzt wohl mit Sicherheit angenommen werden. 
Durch die Befunde der vorliegenden Arbeit erkliren sich die von 
allen Untersuchern gefundenen schwankenden Analysenresultate, 
welche durch den verschiedenen Gehalt an den einzelnen Sphingo- 
myelinen verursacht werden. Es ergab sich, da8 in dem Gehirn- 
sphingomyelin die Stearylkomponente vorherrscht. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXCIII. 
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Versuchsteil. 


1. Sphingomyelindarstellung. 


Die frischen Menschengehirne werden im wesentlichen nach 
der im Hoppe-Seyler-Thierfelderschen Handbuch *) be- 
schriebenen Methode verarbeitet unter Beniitzung des von Klenk'!®) 
angegebenen Extraktionsapparates, der es ermédglicht, die zur 
Kntfernung des Cholesterins dienende Acetonextraktion bei ge- 
wohnlicher Temperatur auszufiihren. An die Petrolitherextraktion 
schloB sich eine 1—2tigige Extraktion mit heiBem Aceton an. 
Die hier erhaltenen Produkte enthalten iiberwiegend Cerebroside. 
Aus dieser Fraktion wurde bei ihrer Verarbeitung zur Gewinnung 
von Cerebrosiden die schon im theoretischen Teil erwihnte Sub- 
stanz C gewonnen. Das Material wurde nun mit heigem Hssig- 
ester erschépft. Die Abscheidungen aus Essigester waren stark 
braun gefiirbt und enthielten 9°/, Galaktose, was einem Cere- 
brosidgehalt von etwa 45°/, entspricht. Die nachfolgende Weiter- 
verarbeitung bezweckte einerseits die Entfernung der gefirbten 
Beimengungen, andererseits die Abtrennung des zuckerhaltigen 
Anteils, der Cerebroside. Die gefiirbten Beimengungen lieben 
sich erst durch wiederholte Petrolitherextraktion der im Laufe 
der Weegfraktionierung der Cerebroside erhaltenen Anteile ent- 
fernen. Die Abtrennung der Cerebroside erfolgte durch etwa 
10 maliges Umkrystallisieren wechselnd aus 25°/, Methanol ent- 
haltendem Chloroform, wobei sich die Cerebroside in den Ab- 
scheidungen, die Phosphatide in den Mutterlaugen anreichern, 
und aus Pyridin, wo die Léslichkeitsverhiltnisse umgekehrt sind. 
Nachdem der Galaktosegehalt so auf 2—3°/, gesunken war, wurde 
die Substanz nach Levene‘) in der 4—5fachen Menge eines 
Gemisches von 5 Teilen Ligroin (Siedep. 70—80°) und einem Teil 
absolutem Alkohol gelést und mit 96°/, Alkohol versetzt, solange 
dieser eine Fillung erzeugte. Der aus der ligroin-alkoholischen 
Lésung gewonnene Teil wurde wiederholt dieser Behandlung 
unterworfen, bis 0,1 g der Substanz nach der Hydrolyse mit ver- 
diinnter Schwefelsiure aus Fehlingscher Lésung keine Spur 
Cu,O mehr abschieden und die Probe nach Molisch negativ 
ausfiel. Aus 1650 ¢ Essigesterabscheidungen wurden so 140 ¢ 
cerebrosidfreies, ungefirbtes Phosphatid erhalten. Die Haupt- 
fraktion von 121 g enthielt: 


3,97 °/, P, 2,97°/, N; also P:N = 1:1,65. 
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28,49 mg Substanz verbr. nach Kjeldahl 6,03 cem n/100-Siiure. 
12,85 mg ‘ ergaben 45,6 mg Strychninphosphormolybdat. 


Samtliche Phosphorbestimmungen wurden nach der Embden- 
schen Methode ausgefiihrt. 

Das Verhiltnis P:N des Restes war 1:1,44 bzw. 1: 1,36, 
da der Stickstoffgehalt wesentlich niedriger war. 

Die weitere Aufgabe war, aus dem vorliegenden Phosphatid- 
gemisch das Sphingomyelin mit dem Verhiltnis P:N =1:2 zu 
isolieren. Die verschiedensten Liésungsmittel wurden angewandt, 
die alle nicht voll befriedigten. SchlieBlich gelang es, den Stickstoff- 
gehalt allmahlich zu erhdhen durch wechselweise Behandlung 
mit folgenden Lésungsmitteln: Das Material wurde in der doppelten 
Menge seines Gewichtes in Kubikzentimetern warmen Hisessigs 
gelést und mit etwa der 10fachen Menge Essigester versetzt, 
so daf in der Warme noch keine Abscheidung erfolgte. Die in 
der Kilte aufgetretene Krystallisation wurde entweder wiederholt 
derselben Behandlung unterworfen, oder aus Pyridin mit oder 
ohne Zusatz von Athylalkohol umkrystallisiert. Auch Lésen in 
der 5fachen Menge Benzylalkohol und Fallung mit der 6 fachen 
Menge Kssigester fiihrte bei einigen Fraktionen zur Erhéhung 
des Stickstoffs. Durch Kinengen der Mutterlaugen der Benzyl- 
alkohol—Essigesterlésungen, welche die stickstoffirmeren Anteile 
enthalten, wurde die trotz ihrer Uneinheitlichkeit gut krystalli- 
sierende Fraktion B erhalten, deren Zusammensetzung bei dem 
Bericht iiber ihre Spaltung beschrieben wird. 

Die einwandfreie analytische Verfolgung der Wirkung der 
Fraktionierung machte anfanglich ziemliche Schwierigkeiten, da 
die einzelnen Lésungsmittel jeweils nur eine geringe Verschiebung 
der Stickstoftwerte herbeifiihren, betrigt doch die Gesamterhéhung 
des Stickstoffgehaltes vom Ausgangsprodukt mit dem Verhiltnis 
P:N=1:1,65 zum Sphingomyelin 1:2 nur 0,5—0,6°/,. Erst 
nach dem Ubergang zur Stickstoffbestimmung nach der Mikro- 
kjeldahlmethode von Pregl in der von Parnas und Wagner 
angegebenen Apparatur, wurden geniigend genaue Analysen- 
resultate erhalten. Die Analyse der erhaltenen Sphingomyelin- 
fraktionen lieferte: 


Hauptfraktion: 3,332 mg Substanz gaben 8,18 mg CO,, 3,44 mg H,0: 
entspr.: 66,55 °/, C 11,55 °/, H. 


18,4 mg Substanz gaben 67,4 mg Strychninphosphormolybdat; 
entspr.: 4,10°/, P. 


J 
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19.7 mg Substanz verbr. nach Kjeldahl 5,10 cem n/100-Siéure ; 
entspr.: 3,63 °/, N. 
43,8 mg Substanz verbr. 1,24 cem n/10-Bromlésung; Jodzahl 36. 
1,0171 g Substanz geliést zu 10 cem gaben im 2 dm-Rohr einen Dreh- 
winkel von -+- 1,08°. 
‘aly = + 5,31”. 
4,550 mg Substanz gaben 11,195 mg CO,, 4,685 mg H,O; 
entspr.: 67,10°,, C 11,40°/, H. 
28,6 mg Substanz gaben 102,6 mg Strychninphosphormolybdat; 
entspr.: 4,01 °/, P. 
19,8 mg Substanz verbr. nach Kjeldahl! 5,02 ccm n/100-Siure; 
entspr.: 3,64°/) N. 
43,4 ng Substanz verbr. 1,22ccm n/10-Bromlésung; Jodzahl 35,7. 
1,0128 g Substanz gelést zu 10 ecm gaben im 2 dm-Rohr einen Dreh- 
winkel yon + 1,14°. 


thy: 


[uw] = + 5,83°. 
ag: 3,695, 3,905 mg Substanz gaben 8,985, 9,540 mg CO,, 3,830, 
4,075 mg H,O; 
entspr.: 66,62, 66,32 °/9 C 11,68, 11,60 °/, H. 
20,68 mg Substanz gaben 74,5 mg Strychninphosphormolybdat; 
entspr.: 4,03 °/, P. 
19,76 mg Substanz verbr. nach Kjeldah! 4,90 cem n/100-Siure; 
entspr.: 3,47°/, N. 
a,: 3,803 mg Substanz gaben 9,295 mg CO,, 3,925 mg H,0. 
entspr.: 66,66 °/, C 11,55 °/, H. 
18,53 mg Substanz verbr. nach Kjeldahl 4,77 cem n/100-Siure; 
entspr.: 3,61 °/, N. 
20,2 mg Substanz verbr, nach Kjeldahl 5,18 cem n/100-Siure; 
entspr.: 3,63°/, N. 
a,: 17,8 mg Substanz verbr. nach Kjeldahl! 4,58 cem n/100-Siure; 
entspr.: 3,61°/, N. 

Die Jodzahlen wurden nach Rosenmund und Kuhnhenn!!) 
in der von Klenk!*) angegebenen Mikroausfiihrung bestimmt. 
Die Drehung wurde wie bei allen in dieser Arbeit angefiihrten 
Substanzen in 10°/,iger Lésung einer Mischung von gleichen 
Teilen Chloroform und Methanol gemessen. 


Hydro-sphingomyelin. 
Sphingomyelin wurde in Alkohol gelést und nach Zusatz von 


etwas Palladiumchlorir, einer Spur Gummi arabicum und eines 
Tropfens Salzsiure 20 Minuten in einer Wasserstoffatmosphiire 
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geschiittelt. Die alkoholische Lésung wurde nach dem Abtiltrieren 
des ausgeflockten Katalysators eingeengt, und das Reaktions- 
produkt mit Aceton ausgefallt. Ks wurde aus einer Mischung 
von Pyridin und Alkohol zu gleichen Teilen umkrystallisiert. Die 
Analyse ergab: 
25,3 mg Substanz verbr. nach Kjeldahl 6,46 com n/100-Saure; 
entspr.: 3,58°/, N. 
18,85 mg Substanz gaben 68,4 ng Strychninphosphormolybdat: 
entspr.: 4,06 °/, P. 
0,8793 g Substanz gelést zu 10 com gaben im 1 dm-Rohr einen Dreh- 


winkel von + 1,13°. 
[aly = + 12,85°. 


Die Loéslichkeit des Hydrosphingomyelins ist etwas geringer 
wie die des nicht hydrierten Produkts. 


Monoacetyl-hydro-sphingomyelin. 

1 g Hydro-sphingomyelin wurde mit einer Mischung von 
30 ccm Essigsaureanhydrid und 15 ccm Pyridin versetzt, 20 ccm 
Chloroform zugefiigt. Die Lésung wurde 22 Stunden bei 25—30' 
stehen gelassen. Nach der Entfernung des Essigsiureanhydrids 
durch wiederholtes, griindliches Durchschiitteln mit Wasser wurde 
die getrocknete Lésung eingeengt und mit Aceton gefallt. Das 
Rohprodukt 0,53g schmolz bei 185—200° Es wurde in de: 
10fachen Menge absolutem Alkohol gelést. Ein kleinerer Teil 
vom Schmelzp. 170° schied sich beim Erkalten ab. Die in Lésung 
gebliebene Hauptmenge wurde mit Wasser ausgefallt, Schmelz- 
punkt 210° Da das angewandte Sphingomyelin, wie aus der 
folgenden Spaltung hervorgeht, ungefiihr zur Halfte aus Stearyl- 
zur anderen Halfte aus Lignoceryl- und Nervonyl-sphingomyelin 
bestand, wurde der folgenden Berechnung der Mittelwert des 
Molekulargewichts der Stearyl- und Lignocerylverbindung zu- 
grunde gelegt (834,7). Monoacetyl-hydro-sphingomyelin hatte die 
Zusammensetzung: 


Pe JPR e Acetyl! 
Berechnet 3,72 3,36 5,15 
Gefunden 3,80 3,37 4,90 


22,9 mg Substanz verbr. nach Kjeldahl 5,50 cem n 100-Saure. 

27,1 mg Substanz gaben 92,0 mg Strychninphosphormolybdat. 

69,0 mg Substanz verbr. 3,87cem n/50-Lauge T. 1,0152.  Acety! 
bestimmung nach Kégl.'*) 
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Spaltung der Hauptfraktion. 


10 g Substanz wurden 7 Stunden mit der 50 fachen Menge 
10 Gew.-° | Schwefelsiiure enthaltendem Methanol im Sieden er- 
halten. Die Fliissigkeit farbte sich schon nach den ersten Koch- 
minuten schwach hellbriunlich, anderte sich dann aber nicht mehr. 
Nachdem sie bei Zimmertemperatur iiber Nacht stehen geblieben 
war, wurde von einem in glinzenden Krystallflittern ausgeschie- 
denen Niederschlag abgesaugt. 

1. Aufarbeitung des Niederschlags: Er wurde durch 
einstiindiges Kochen mit der 35 fachen Menge n/2-methano- 
lischer Kalilauge verseift, mit Wasser versetzt und nach dem An- 
siiuern ausgeiithert. Hieraus wurde 1,38g Rohsiure gewonnen. 
Schmelzpunkt aus Aceton umkrystallisiert (0,5 g) 76—77°, noch- 
mals aus Aceton umkrystallisiert 78°, nochmals aus Benzol 79°. 

49,0 mg Substanz verbr. 1,46 cem  n/10-alkoholischer Kalilauge 
(‘I’. 0,8905) . 

Aquiv.-Gew. 376,9 


fiir Lignocerinsiure C,,H,,O, ber. 368,5. 


Der Riickstand aus der Mutterlauge schmilzt bei 56—58° 
und addiert etwas Brom. 

Weder dieser, noch die bei 75° schmelzende Séure gaben 
in alkoholischer Lésung ein in der Wiarme schwer losliches 
Magnesiumsalz nach Zusatz von alkoholischer Magnesiumacetat- 
losung. 

Zur Untersuchung des Mutterlaugenriickstandes wurde er 
(0,8 g) in 40 ccm Methanol gelést, zum Sieden erhitzt und mit 
1 ccm siedend heiBer 10°/, methanolischer Lithiumacetatlésung 
versetzt, um die Lignocerinsiiure abzutrennen. Da kein Nieder- 
schlag erfolgte, wurde nochmals mit 3ccm Lithiumacetat ver- 
setzt und bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Nach einigen 
Stunden wurde erneut zum Sieden erhitzt. Dabei blieb ein Teil 
ungelést (1. Fr.). Bei Zimmertemperatur schied sich eine weitere 
Menge ab (2. Fr.). Die 3. Fraktion krystallisierte beim Stehen 
im Ejisschrank aus. Eine 4. Fraktion wurde aus der Mutter- 
lauge gewonnen. Die Fraktionen wurden jeweils fein gepulvert, 
in verdiinnter Salzséure suspendiert, die Fettsiiure durch Aus- 
‘ithern entzogen und aus Aceton umkrystallisiert. Analysen 
wurden je nach den zur Verfiigung stehenden Substanzmengen 
durchgefiihrt. 
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; Schmelzpunkt a 
Menge in Aquiv.- 0 yi 
r aus Aceton Gee lo 0 
5 roh yew. 
umkryst. 


. Fr. 0,042 | 63,5—64,5°  74—75 

0,326 58—59 71-—72 346,2 
Fr. 0,095 58—59 63 76,93 13,33 
Fr. 0,068 56—57 64—65 76,38 12,75 


mm CO DS ts 
‘ s Ps 
oe 














Die Fraktionen 2—4 addierten spurenweise Brom. 


Schmelzp. Aquiv.-Gew. °C °/, H 
Fiir Lignocerinsiure 80—81° 368,5 78,18 13,13 
Fiir Stearinsiiure 69,2° 284,3 76,01 12,76 


Schmelzpunkt von Fr. 4 mit reiner Stearinsiiure 1:1 gemischt 65—67°. 


2. Fr.: 25,9 mg Substanz verbr. 0,84 cem »/10-alkohol. Kalilauge (‘I’. 0,8905). 
3. Fr.: 2,960 ,, 4 gaben 8,350 mg CO,, 3,525 mg H,O. 
4. Fr.: 3,260 ,, . ee. ~~ Be, « 


Die umkrystallisierte erste Fraktion ist nach obigem Ergebnis 
etwas unreine Lignocerinsiure, die in der zweiten Fraktion schon 
sehr stark mit der niedrigeren Siiure vermengt ist. Die dritte 
Fraktion ist nach Schmelzpunkt und Verbrennung mit Lignocerin- 
siure verunreinigte Stearinsiure, wihrend die erste Krystallisation 
der vierten Fraktion nichts anderes als schon verhiltnismibig 
reine Stearinsiure sein kann. Die zweite Krystallisation der 
zweiten Fraktion schmolz bei 61°. 

31,2 mg Substanz verbr. 1,30 ecm n/10-alkoholischer Kalilauge 
(T. 0,7800). Aquiv.-Gew. 294. 

Die zweite Krystallisation der dritten Fraktion wurde mit 
dem Rest der vierten Fraktion vereinigt, in Ather gelést und 
mit n-methanolischer Kalilauge versetzt. Das ausgefallene Salz 
wurde gut mit Ather ausgewaschen, und die Siiure wieder frei 
gemacht (Schmelzp. 60—61°, Aquiv.-Gew. 316,5). Dieselbe Be- 
handlung wurde wiederholt. Die Siure schmolz jetzt bei 62—63°. 

26,8 mg Substanz verbr. 1,30 ccm n/10-alkoholischer Kalilauge 
(T. 0,7800). Aquiv. Gew. 291. 

Nochmals umkrystallisiert stieg der Schmelzpunkt auf 64°. 
Beide Fraktionen bestehen wohl aus verunreinigter Stearinsiiure. 
Die den Schmelzpunkt erniedrigende und das Aquivalentgewicht 
erhéhende Beimengung ist, wie aus der Analyse der folgenden 
Fraktionen hervorgeht, wahrscheinlich Nervonsiure. 
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2. Aufarbeitung der Lésung: Dem methanolischen Filtrat 
wurde durch wiederholtes Ausschiitteln mit Petrolither 3 g Saure- 
Estergemisch entzogen. Der teils dlige, teils krystallisierte Riick- 
stand wurde durch einstiindiges Kochen mit n/2-methanolischer 
Kalilauge verseift und nach dem Ansiuern ausgeithert. Die 
erhaltene Siure wog 2,5 g und hatte den Schmelzp. 59—60°. 

47,7 mg Substanz verbr. 1,03 cem n/10-Bromlésung; Jodzahl 17,8. 


2,3g dieser Substanz wurden in 75ccm Alkohol gelést, mit 
'/,ccm Palladiumchlorirlésung und einer Spur Gummi arabicum 
versetzt und */, Stunden in Wasserstoffatmosphiire geschiittelt. Nach 
Abfiltrieren des ausgeflockten Katalysators wurde mit alkoholischer 
Kalilauge alkalisch gemacht, 1/, Stunde gekocht, und die an- 
gesiuerte Lisung nach dem Erkalten ausgeithert. Hieraus er- 
gaben sich 2,25 g Siure vom Schmelzp. 61—62°. 

33,0 mg Substanz verbr. 1,42 ecm n/10-alkohol. Kalilauge (T. 0,7800). 

Aquiv.-Gew. 298. 

1,75 g der hydrierten Saéure wurden mit Lithiumacetat in 

iihnlicher Weise, wie unter 1. geschildert, in 3 Fraktionen geteilt: 


1. Frakt.: 0,26 g; Schmelzp. 70—71°. 
2. Frakt.: 0,46 g; Schmelzp. 62—63°. 
3. Frakt.: 0,8 g; Schmelzp. 65—66°. 


Mischsehmelzpunkt mit reiner Stearinsiiure 1:1 gemischt 67—68°. 
41,4 ng Substanz verbr. 1,87 cem n/10-alkohol. Kalilauge (T. 0,7785). 
Aquiv.-Gew. 284,4 
Fiir Stearinsiure ber. 284,3. 
Aus Aceton umkrystallisiert schmolz, die 3. Fraktion bei 
bS—69°. 
41,6 mg Substanz verbr. 1,88 cem n/10-alkohol. Kalilauge (T. 0,7785). 
Aquiv.-Gew. 284,2. 


Die erste Fraktion wurde nochmals iiber die Lithiumsalze 

















fraktioniert. 
Aus Aceton umkrystallisiert 
Menge Schmelzpunkt | — maadleasio —— . 
Aquiv.-Gew. | Schmelzpunkt 
la 0,082 77° 371,2 79—80° 
1b 0,078 71—72° 3694  18—T79 
le 0,058 66—67 281,3 67—68 











Mischschmelzpunkt von lec mit reiner Stearinsiure 1:1 67—68°. 
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Ebenso die zweite Fraktion: 











Menge Schmelzp. | Aquiv.-Gew. 
2a 0,049 14—75° 374.2 
2) 0,163 61—62 
2¢ 0,100 67° 











Aus Aceton fraktioniert umkrystallisiert. 


1. Kryst. 2. Kryst. 3. Kryst. 
Schmelzp. Aquiv..Gew. Schmelzp. Aquiv.-Gew. Schmelzp. Aquiv.-Gew. 
2b 76° 365,1 63—67° 322.8 65—66° 287,8 


2c 67—68° 287,4 
Mischschmelzp. von 2b 8. Kryst. mit reiner Stearinsiiure 1:1 gem. 68—69°. 


7 ” 2c 1. ” ” ” ” 1:1 ” 67— 68°. 
la 31,5mg Subst. verbr. 1,09ccem n/10-alkohol. Kalilauge (‘T’. 0,7785). 
1b 30,2 ” ” 7 1,05 ” ” ” ” 
le 21,9 ” ” ” 1,00 ” ” ” ” 
2a 46,9 ” rb) ” 1,61 ” ’° ” ”? 
2b, 1. Kryst. 32,4 ,, ” ” 1,14 ,, ” ” ” 
2b, 2. ” 29,4 ”? ” ” 1,17 ” ” ” ” 
m5 » G23n -» ~» 2 » ‘s . ” 
2c, 1. Pd 39,6 ) ”? ” 1,77 ”? ” 9 bs 


Spaltung der Fraktion B. 


Die Analyse der Substanz ergab: 
3,310 mg Substanz gaben 7,885 mg CO.,, 3,365 mg H,O; 
entspr.: 64,97 °/, C 11,38 °/, H. 

55,1 mg Substanz gaben 190,83 mg Strychnin-phosphormoly bdat ; 
entspr.: 3,87°/, P. 

20,19 mg Substanz verbr. nach Kjeldahl 3,71 cem n/100-Saure; 
entspr.: 2,57 °/, N. 

53,0 mg Substanz verbr. 0,96 cem n/10-Bromlésung; Jodzahl 22,9. 


Die Spaltung von 17 g erfolgte genau so, wie bei der Haupt- 
fraktion geschildert wurde. Beim Erkalten des Reaktionsgemisches 
bildete sich keine Abscheidung. Ks wurden 9,8 g Rohsiiure er- 
halten. 

39,3 mg Substanz verbr. 0,55 cem n/10-Bromlésung; Jodzahl 17,8. 


Kin kleiner Teil der Siure wurde in wenig Methanol gelist 
und mit heiBer alkoholischer Magnesiumacetatlésung versetzt. 
Weder in der Hitze noch beim Erkalten bildete sich ein Nieder- 
schlag. Die Rohsdure wurde durch | stiindiges Kochen mit 5°/, 
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Schwefelsiure enthaltendem, wasserfreiem Methanol esteritiziert 
und durch Destillation bei 1 mm Druck in 3 Fraktionen geteilt: 
Frakt. I: bis 135°; 3,3 g; Schmelzp. 26°, gesiittigt. 
< Smee 135—155°. 
«eRe 155—200°; 1,4 g; ftliissig, teilweise fest bei 0°; Jodzahl 47,7. 
Die Fraktion II wurde bei 0,4—0,5 mm nochmals destilliert: 
Frakt. Ila: 122—-135°; 1,2 g; Schmelzp. 26°; spurenweise ungesiittigt. 
» Ilb: 135—144—-145°; 1,2 ¢g; Schmelzp. 24—25°; etwas ungesittigt. 
» Ile: 145—195°; 0,5 g; ftliissig, fest bei 0°; Jodzahl 39,6. 


Hieraus wurden die Siiuren hergestellt: 
Aus Frakt. I 3,1 g; Schmelzp. 59—60°; zweimal aus Aceton umkryst.: 
Schmelzp. 62°. 
; 49,985 mg Substanz verbr. 2,22 cem n/10-alkohol. Kalilauge (T. 0,8777, 
Aquiv.-Gew. 256,5; fiir Palmitinsiiure ber. 256,3). 
Aus Frakt. IIa: 1,1 g; 
‘ ‘s IIb: 1,1 g; Schmelzp. 54° 
» - IIc: 0,4 g; 
Ill: 1,3 g; 
Die Fraktion I bestand aus reiner Palmitinsiure. Ebenso 
ist anzunehmen, daB Fraktion Ila, die in Form des Methylesters 
den gleichen Schmelz- und Siedepunkt zeigte, wie Fraktion I, und 
so gut wie keine ungesiittigte Siure enthielt, ebenfalls Palmitin- 
siure war. Die bei der Hauptfraktion isolierte Stearinsiure muBte 
nach dem Siedepunkt des Methylesters in Fraktion IIb zu suchen 
sein. Diese Fraktion wurde nach der in Hoppe-Seyler-Thier- 
felders Handbuch beschriebenen Methode'*) in die Natriumsalze 
iiberfiihrt und mit gesiittigter, wiiBriger Bariumacetatlésung in 
4 Fraktionen geteilt, von welchen die erste bei 55°, die zweite 
bei 53° schmolz. Die héher molekulare Siure muBte in der ersten 
Fraktion angereichert sein. Sie wurde aus Aceton umkrystallisiert, 
wobei der Schmelzpunkt auf 57—58° stieg. 
Mischschmelzpunkt mit Palmitinsiiure 1:1 gem. (Schmelzp. 62°): 59—60° 
Stearinsiure 1:1 ( " 69°): 56—57°. 
; 50,48 mg Substanz verbr. 2,22 cem n/10-alkoholische Kalilauge (T. 0,8777). 
Aquiv.-Gew. 266,3 (Stearinsiiure 284,3; Palmitinsiiure 256,3). 


99 ») 


Auch Fraktion I[b bestand im wesentlichen aus Palmitin- 

: siiure, Der niedere Schmelzpunkt und das hohe Aquivalent- 
gewicht diirften von der Beimengung ungesiittigter Siure herriihren. 

Zur Identitizierung der ungesittigten Saiure wurden die Frak- 

tionen Ile und III vereinigt und auf die friiher beschricbene 

Weise hydriert. Die alkoholische Lésung der hydrierten Saure 
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wurde wieder mit alkoholischer Kalilauge alkalisch gemacht und 
kurze Zeit gekocht. Beim Erkalten erstarrte die Fliissigkeit, das 
Kaliumsalz wurde abgesaugt und aus beiden Teilen, Riickstand 
und Filtrat, die Sauren frei gemacht. Aus 1,7 g ungesiattigter 
Saure wurde erhalten: 

a) 0,8 g; Schmelzp. 81°, gliinzende Bliattchen. 

55,065 mg Substanz verbr. 1,68 ccm n 10-alkohol. Kalilauge (IT. 0,8777). 

Aquiv.-Gew. 373,4 (fiir Lignocerinsiiure ber.: 368,5). 

b) 0,1 g; Schmelzp. 77—75°. 

Die aus den Mutterlaugen und dem in Alkohol geldsten 
Kaliumsalz erhaltenen Siiurefraktionen erwiesen sich nach Schmelz- 
punkt und Titration als Gemische der in Fraktion I[c und II] 
noch enthaltenen gesittigten Siuren mit dem Hydrierungsprodukt. 

Die hier beschriebene Trennung von Lignocerinséure und 
Stearinséure wurde in gleicher Weise bei allen folgenden Siiure- 
spaltungen zur Abtrennung des Hydrierungsproduktes angewandt. 
Sie fiihrt in vielen Fallen auf kiirzerem Wege zum Ziel, wie dic 
bisher iiblichen fraktionierten Fiallungen mit Lithiumacetat oder 
anderen Saizen. 

Spaltung der Fraktion C. 
Die Analyse der Substanz ergab: 
22,2 mg Substanz verbr. nach Kjeldahl 4,16 ccm n_ 100-Saure; 
entspr.: 2,63 °/, N. 
20,7 mg Substanz gaben 68,60 mg Strycbninphosphormolybdat: 
entspr.: 3,71°/, P. 

Es wurden 11 g gespalten. Aus der Verseifungsfliissigkeit 
schied sich bei Zimmertemperatur wieder ein Niederschlag in ge- 
ringen Mengen ab, woraus 27 mg Lignocerinsiure gewonnen werde: 
konnten vom Schmelzp. 77°. 

3,896 mg Substanz gaben 11,140 mg CO,, 4,525 mg H,O; entspr.77,98° , C; 
13,00°), H. 

Fir C,,H,,0, ber. 78,18°/, C 18,18°/, Hi. 
Die auf iibliche Weise gewonnene Hauptmenge der Fett- 
siuren 5,5 g wurde wieder bei 1 mm Druck destilliert: 
Frakt. I: 130—136°: 2,3 g; Schmelzp. 24—25°; absorbiert kein Brom. 
» Il: 1386—155°; 1,8 g: Schmelzp. 23—25°; Jodzahl 11,86. 
5» Ill: 155—190°; 0,84 ¢; ha!bfest-dlig; Jodzahl 44,5 (fiir Nervonsiure- 
ester ber. 66,7). 
Retortenriickstand: 0,3 g. 


Samtliche Fraktionen wurden verseift and einzeln weiter 
untersucht. 
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Kiraktion i. Sie wurde wieder mit Bariumacetat in 4 Frak- 
tionen geteilt: 





Fiir Palmitinsiure 
Aus Aceton |, > berechnet 
Rohsiiure ; Schmelz-|-3 = | 5 eo: | a a 
umkryst. k So oF ) lo ey 
punkt |. yo "1H BE 
0 10 ot 
6 4 >a 
Frakt. 1 0,29 0,19 58° 256,3 | 75,17] 12,57] 74,93 12,58 | 256,3 
» 20,97 0,69 68 | 255,38] 75,33] 12,51 
» 30,30 0,21 57 
» 40,31 0,18 56—58° | 262,4 























Die Fraktionen 1 und 2 erwiesen sich als identisch, wurden 
vereinigt und noch zweimal aus Aceton umkrystallisiert, wobei 
der Schmelzpunkt auf 60° stieg. 


Mischschmelzpunkt mit reiner Palmitinsiure 1:1 gemischt 
(Schmelzp. 62—63°): 61° Zweifellos lag bei der ganzen Frak- 
tion I Palmitinsiiure vor. 

Frakt. 1: 40,9mg Substanz verbr. 1,83 cem n/10-alkohol. Kalilauge (T.0,8719). 
3,739 mg Substanz gaben 10,305 mg CO,, 4,200 mg H,0O. 

Frakt. 2:  50,8mg Substanz verbr. 2,26 cem n/10-alkohol. Kalilauge (T.0,8719). 
3,331 mg Substanz gaben 9,200 mg CO,, 3,725, mg H,O. 

Frakt. 4: 48,5mg Substanz verbr. 2,12 ccm n/10 alkohol. Kalilauge (T.0,8719). 

Fraktion II. Zur Abtrennung der ungesittigten Saure wurde 
sie in Ather gelést und durch Fallung mit alkoholischer Blei- 
acetatlésung in 2 Teile geteilt: 

1. 1,25 ¢ aus atherunléslichem Bleisalz. 

2. 0,07 g ,, atherléslichem 

Nach Umkrystallisieren aus Aceton lagen vor: 

Aus 1. 0,93 g; Schmelzp. 54—55°; Aquiv.-Gew. 273,4. 


» S. Cie: is 45—47°; * » 300,6; Jodzahl 23,88. 
1. 50,3 mg Substanz verbr. 2,11 cem n/10-alkohol. Kalilauge (T. 0,8719). 
2. 40,5 4, . ~ “na ae « »  (T.0,8719). 


30,3 mg Substanz verbr. 0,57 cem n/10-Bromlésung. 


Die aus dem itherunléslichen Bleisalz gewonnene Saure 
wurde nun mit Hilfe von Bariumacetat in 3 Fraktionen geteilt, 
von denen die beiden ersten, zusammen 0,6 g, weiter untersucht 
wurden. Beide krystallisierte ich aus Aceton um. Die erste Frak- 
tion schmolz bei 65—66° und ergab folgende Analysenwerte: 


51,5mg Substanz verbr. 2,10 ccm n/10-alkohol. Kalilauge (T. 0,8719). 
4,318 mg Substanz gaben 12,045 mg CO,; 4,970 mg H,O. 
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Aquiv.-Gew. Cc a Pe 
Gef.: 279 76,08 12,88 
Fiir Stearinsiure ber.: 284,3 76,01 12,76 


Mischschmelzpunkt mit Stearinsiure. 1:1 gem.: 68,5°. 
‘ , der aus Fraktion I dargestellten Pal- 


mitinsiure vom Schmelzp. 60°: 55—56°. 


Die 2. Fraktion schmolz bei 60°. 
47,5mg Substanz verbr. 1,96 ccm n 10-alkohol. Kalilauge (T. 0,8719). 
Aquiv.-Gew. 278. 

Auch diese Fraktion bestand wohl im wesentlichen aus 
Stearinsiure. 

Fraktion III], Wie bei Fraktion Il wurde das Gemenge iiber 
die in Ather verschieden léslichen Bleisalze getrennt. Ich erhielt: 

1. 0,88 g aus atherunléslichem Bleisalz. 

2.0,30g ,, atherléslichem ‘ 

39,3 mg Substanz verbr. 1,67 cem n/10-Bromlésung; Jodzahl 53,7 (fiir 
Nervonsiiure (C,,H,,O0,) ber.: 69,3). 

Fraktion 2 wurde hydriert und 0,18 g vom Schmelzp. 75 bis 
77° erhalten. Aus der 30fachen Menge Aceton umkrystallisiert, 
stieg er auf 79°. 

42,9 mg Substanz verbr. 1,36 cem n/10-alkohol. Kalilauge (‘I’. 0,8719). 

3,449 mg Substanz gaben 9,905 mg CO,; 4,005 mg H,0. 


Aquiv.-Gew. ft °/ Hi 
Gef. 362 78,32 12,99 
Fiir C,,H,,0, Ber. 368,5 78,18 13,13 


2. Sphingomyelindarstellung. 

Die Gehirnextraktion wurde zuniichst in der gewéhnlichen 
Weise durchgefiihrt. Die Gewinnung des Cerebrosid-Sphingomyelin- 
gemisches, des Ausgangsmaterials zur Darstellung von Sphingo- 
myelin, jedoch geschah durch fraktionierte Heib-Acetonextraktion 
in 6 Fraktionen in der gleichen Weise, wie sie Klenk schon friiher 
beschrieben hat.!°) Die Extraktionsdauer der Fraktionen 1—6 
betrug nacheinander 1,5, 2, 3, 5, 8—9, 22—24 Tage. Der 
Galaktosegehalt, der in der ersten, leichtest léslichen Fraktion 13 °/, 
betrug, sank bis zur 6. Fraktion allmihlich bis auf 3°/, ab. Die 
einzelnen Fraktionen wurden nach mehrtigiger Extraktion mit 
Petrolither vom Siedep. 30—50° in Pyridin bei etwa 60° 
gelést, wobei bei den héher zuckerhaltigen die dreifache, bei den 
7°/, und weniger Galaktose enthaltenden Fraktionen die 4—5fache 
Menge angewandt wurde. An Stelle des Chloroform-Methanol- 
gemisches, welches bei der ersten Darstellungsmethode noch an- 
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gewandt wurde, beniitzte ich hier Eisessig, welcher eine schnellere 
Abtrennung der in ihm schwer léslichen Cerebroside gestattet. Die 
Substanzen wurden in 20—25fachen Menge Eisessig bei etwa 60° 
gelost und wie bei der Pyridinbehandlung die bei Zimmertemperatur 
nach dem Stehen iiber Nacht erfolgten Abscheidungen abgesaugt. 
Diese wurden je nach ihrem Galaktosegehalt weiter fraktioniert. 
Die Eisessig- wie die Pyridinlésungen wurden unter vermindertem 
Druck soweit wie méglich eingeengt und mit Aceton gefallt. 
Daran schloB sich wieder, wie bei der ersten Darstellung geschildert, 
die Ligroin—Alkoholbehandlung an. Die weitere Fraktionierung, 
welche die Entfernung der Substanzen zum Ziel hatte, die das 
Phosphor-Stickstoflverhiltnis herabdriickten, geschah diesmal durch 
Umwandlung in die Chlorcadmiumverbindungen. Das zuckerfreie 
Material wurde in der 40fachen Menge Benzol gelést und heiB 
mit der 2—3fachen Menge einer 5°/,igen alkoholischen Cadmium- 
chloridlésung versetzt. Nach etwa 15stiindigem Stehen bei 
Zimmertemperatur wurde die gallertig ausgeschiedene Chlor- 
cadmiumverbindung durch Zentrifugieren von der Benzollésung 
getrennt, mehrmals mit Benzol gewaschen und an der Luft ge- 
trocknet. Der glasige Riickstand dann zerrieben und in der 
nétigen Menge Chloroform in der Wirme gelést. Durch Zusatz 
von 5°/, NH, enthaltendem Methanol wurde das Cadmium entfernt, 
der entstandene Niederschlag abgetrennt und das Phosphatid nach 
dem Einengen der Lésung durch Acetonfillung gewonnen. Dieses 
Verfahren wurde so lange wiederholt, bis die Substanzen ein 
Verhiltnis P: N = 1:2 erreicht hatten. Die Analyse der einzelnen 


Fraktionen ergab: 
1. Frakt.: 3,186, 3,570 mg Substanz gaben 7,790, 8,710 mg CO,, 


8,450, 3,740 mg H,O; 
entspr.: 66,68, 66,54 °/, C 12,12, 11,72 °/, H. 


21,0 mg Substanz gaben 75,6 mg Strychninphosphormolybdat; 
entspr.: 4,03 °/, P. 


21,4 mg Substanz verbr. nach Kjeldahl! 5,45ccm n/100-Saure; 
entspr.: 3,57°/, N. 


35,7 mg Substanz verbr. 1,07 cem n/10-Bromlésung; Jodzahl 38,04. 


2, Frakt.: 2,900, 3,187 mg Substanz gaben 17,045, 1,755 mg CO,, 
8,080, 3,270 mg H,0; 
entspr.: 66,25, 66,36 °/ C 11,88, 11,48 °/, H. 
26,7 mg Substanz gaben 97,6 mg Strychninphosphormolybdat; 
entspr.: 4,09°/, P. 
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27,2 mg Substanz verbr. nach Kjeldahl 6,92 cem n/100-Siure; 
entspr.: 3,56°/, N. 
51,7 mg Substanz verbr. 1,49 eem n/!0-Bromlésung; Jodzahl 36,6. 


7° 


3. u. 4. Frakt.: 3,207, 4,180 mg Substanz gaben 7,720, 9,960 mg CO,, 
3,330, 4,275 mg H,O; 
entspr.: 65,66, 65,77 °/, C 11,62, 11,58 °/, H. 
24,1 mg Substanz gaben 84,0 mg Strychninphosphormolybdat; 
entspr.: 3,90 °/, P. 
22,2, 19,2 mg Substanz verbr. nach Kjeldahl 5,61, 4,76 cem nj; 100 
Siure: 
entspr.: 3,54, 3,47°/, N. 
1,0231 g Substanz gelést zu 10 cem gaben im 2 dm-Rohr einen Dreh- 
winkel yon + 1,08° 
[a ‘7 =-+- 5,28°. 
32,6 mg Substanz verbr. 0,88 cem n/10-Bromlésung; Jodzahl 34,3. 
5. Frakt.: 3,674, 3,665 mg Substanz gaben 8,890, 8,845 mg CO,, 
3,885, 3,885 mg H,0; 
entspr.: 65,99, 65,82 °/, C 11,83, 11,86 °/, H. 
17,88, 25,3 mg Substanz gaben 63,3, 89,5 mg Strychninphosphormoly bdat ; 
entspr.: 3,96 °/, P. 
17,88 mg Substanz verbr. nach Kjeldahl 4,36 cem n/100-Siiure ; 
entspr.: 3,42 °/, N. 
1,0618 g Substanz gelést zu 10 cem gaben im 2 dm-Rohr einen Dreh- 
winkel von + 1,16° 
9) 0 
(a) =+ 5,46”. 
46,7 mg Substanz verbr. 1,43 eem n/10-Bromlésung; Jodzahl 38,9. 
6. Frakt.: 38,715, 3,573 mg Substanz gaben 9,110, 8,740 mg CO,, 
8,910, 3,710 mg H,0O; 
entspr.: 66,88, 66,65 °/, C 11,78, 11,64°/, H. 
23,5 mg Substanz gaben 84,1 mg Strychninphosphormolybdat; 
entspr.: 4,01 °/, P. 
17,2, 22,9 mg Substanz verbrauchten nach Kjeldahl 4,30, 5,82 cem 
n/100-Siiure; 
entspr.: 3,50, 3,56 °/, N. 
1,16384 g Substanz gelést zu 10 cem gaben im 2 dm-Rohr einen Dreh- 
winkel von + 1,16° 
[aly = + 4,99° 
50,9 mg Substanz verbr. 1,57 ecm n/10-Bromlésung; Jodzahl 39,2. 


Substanz von Prof. Thierfelder: 4,506, 4,540 mg Substanz gaben 
10,985, 11,090 mg CO,, 4,605, 4,650 mg HO; 
entspr.: 66,49, 66,62°/, © 11,44, 11,46°/, H. 
23,07 mg Substanz gaben 83,6 mg Strychninphosphormolybdat; 
entspr.: 4,01 °/, P. 
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22,46 mg Substanz verbr. nach Kjeldah! 5,62 cem n/100-Siure; 
entspr.: 3,62°, N 
1,1201 g Substanz gelést zu 10 ccm gaben im 2 dm-Rohr einen Dreh- 


winkel von + 1,16”. O00 
[o}?’ = + 5,27°. 


38,5 mg Substanz verbr. 1,05 cem n/10-Bromlésung; Jodzahl 34,6. 


Saimtliche Fraktionen wurden auf die schon beschriebene 
Weise mit 10°/, Schwefelsiure enthaltendem Methanol gespalten. 


Spaltung der 1. Fraktion. 

4,1 g Substanz lieferten: 

1. 0,13 g rohe Lignocerinsiure, die, aus Aceton umkrystalli- 
siert, bei 79—80° schmolz. 

50,0 mg Substanz verbr. 1,54 ccm n/10-alkohol, Kalilauge (T, 0,8796). 

Aquiv.-Gew. 369,1. 

2. 1,68 g Rohsiiure aus dem petrolitherischen Extrakt des 
Verseifungsgemisches. 

42,5 mg Substanz verbr. 0,74 cem n/10-Bromlésung; Jodzahl 22,2. 

Die Siure wurde in Ather gelést und durch Fallung mit 
methanolischer Bleiacetatlésung in 4 Fraktionen geteilt: 




















_— Fallungs- Menge Schmelzp. Jodzahl Aguiv.-Gew. 
mittel g 
1. Frakt. 8 0,34 | 61—62° |schwach unges. 291,8 
tw 3 0,37 | 58—59 | ungesittigt 301,5 
—_— 3 0,04 | 49—50 32,1 
i 1% Mutterlauge 0,52 fliissig 34,0 
1. Fr.: 44,4 mg Substanz verbr. 1,738 cem n/10-alkchol. Kalilauge (T. 0,8796). 
2.Fr.: 43,5 mg - 5, 1,64 ccm m ™ (T. 0,8796). 
8. Fr.: 44,3 mg - » 1,12 cem n/10-Bromlésung. 
4.Fr.: 47,0mg _ »  1,26eem is 


Die 4. Fraktion wurde nochmals 1 Stunde mit n/2-methano- 
lischer Kalilauge gekocht und 0,3 g feste Siure erhalten. 
32,8 mg Substanz verbr. 1,13 eem n/10-alkohol. Kalilauge (T. 0,8796). 
Aquiv.-Gew. 326,2. 
Sie wurde katalytisch hydriert und 2 Fraktionen erhalten: 
1. Aus alkoholschwerléslichem Kaliumsalz 0,17 g. Aus Aceton 


umkrystallisiert, schmilzt sie bei 80—81°. | 
21,4 mg Substanz verbr. 0,665 cem n/10-alkohol. Kalilauge (T. 0,8796). 
Aquiv.-Gew. 365,9. 


ij 
; 
i 
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2. Aus dem in Alkohol leicht léslichen Kaliumsalz 0,1 g. 
Aus Aceton umkrystallisiert, schmilzt sie bei 65—66°. 
Mischschmelzpunkt mit reiner Stearinsiiure, 1:1 gem. 67,5—68,5°. 
‘ 2 »  Palmitinsiure, 1:1 __,, 55,5—56,5°. 
26,9 mg Substanz verbr. 1,07 cem n/10-alkohol. Kalilauge (T. 0,8796). 
Aquiv.-Gew. 285,8. 


Die 1. und 2. Fraktion wurde nochmals mit n/2-metha- 
nolischer Kalilauge gekocht und die Siuren wieder frei gemacht. 
Bei der 1. Fraktion blieb der Schmelzpunkt unverindert. Bei 
der 2. Fraktion stieg er auf 62—63°. Beide Fraktionen wurden 
vereinigt und aus Aceton umkrystallisiert. Die Abscheidung 
aus Aceton schmolz bei 65—66°. 

29,8 mg Substanz verbr. 1,23 cem n/10-alkohol. Kalilauge (T. 0,8796). 

Aquiv.-Gew. 275,4. 
Mischschmelzpunkt mit reiner Palmitinsiiure, 1:1 gem. 57—58°. 


’ . PH P 00 
” - * Stearinsiiure, 1:1 ,, 68—69°. 


Der Riickstand aus der Mutterlauge erwies sich als stark 
ungesittigt. Er wurde hydriert und 2 Fraktionen erhalten. 

1. Fraktion aus schwer léslichem Kaliumsalz; Schmelzp. 65 
bis 66°. Sie wurde aus Aceton fraktioniert umkrystallisiert: 


1. Krystallisation: Schmelzp. 78,5—79,5° (fast reine Lignocerinsiiure). 


2. " ‘ 69—70°;  Aquiv.-Gew. 336,9. 
(Gemisch von Lignocerinsiiure und Stearinsiiure). 
8, 9 Schmelzp. 62—63°; Aquiv.-Gew. 295,4. 


2. Fraktion: Schmelzp. 64—65°; Mischschmelzpunkt mit 
Stearinsiure 67 --68°, mit Palmitinsiure 58—59°. 


37,3 mg Substanz verbr. 1,46 cem n/10-alkohol. Kalilauge (T. 0,8796). 
Aquiv.-Gew. 291,2. 


Spaltung der 2. Fraktion. 


4,6 g Substanz lieferten: 

1. 0,2 g rohe Lignocerinsiure, die, aus Aceton umkrystalli- 
siert, bei 79,5—80° schmolz. 

41,9 mg Substanz verbr. 1,30 cem n/10-alkohol. Kalilauge (T. 0,8796). 

Aquiv.-Gew. 366,4. 

2. 1,84 g Rohsiure (aus Petrolitherextrakt). 

47,2 mg Substanz verbr. 1,49 cem n/10-Bromlésung; Jodzahl 22,05. 

Mit Bleiacetat wurden 4 Fraktionen erhalten: 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXCIII. 6 
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Fillungs- Menge Schmelzpunkt Jodzahl Aquiv.-Gew. 
mittel & 

1. Fr. 3 0,30 62° schwach unges. 281,7 
2, Fr. 3 0,25 59—61° - . 289,0 
3. Fr. 3 0,16 51,5—52,5° unges. 
4, Fr. | Mutterlauge | 0,29 | weich, butterig 46,1 
1. Fr.: 45,6 mg Substanz verbr. 1,84 eem n/10-alkohol. Kalilauge (T. 0,8796). 
2. Fr.: 36,1 mg - » 1,42 cem 5 - (T. 0,8796). 
4. Fr.: 41,3 mg ™ » 1,50 ecm n/10-Bromlésung. 


Die 1. und 2. Fraktion wurden vereinigt und aus Aceton 
umkrystallisiert. Nach zweimaligem Umkrystallisieren schmolz 
sie bei 65—66°. 

36,8 mg Substanz verbr. 1,50 ccm n/10-alkohol. Kalilauge (T. 0,8796). 

Aquiv.-Gew. 278,9. 

Die 2. Krystallisation schmolz bei 64° und absorbierte noch 
etwas Brom. Mischschmelzpunkt mit Palmitinsiure 54—55°, mit 
Stearinsiiure 67,5—68°. 

Die 3. und 4. Fraktion wurden vereinigt und hydriert. Ks 
wurden 2 Fraktionen erhalten. 


Aus Aceton umkrystallisiert Schmelzp.  Aquiv.-Gew. 
1. Fr. aus in Alkoh. schwer lésl. K-Salz 81—82° 369,6 
ee & % » leicht ‘ . 65—66 284,8 


Mischschmelzpunkt der 2. Fraktion mit Palmitinsiiure 55,5 
—56,5°, mit StearinsAure 67,5—68,5°. 
1. Fr.: 55,6 mg Substanz verbr. 1,71 cem n/10-alkohol. Kalilauge (T. 0,8796). 
2. Fr.: 28,3 mg . » 1,13 cem . - (T. 0,8796). 


Spaltung der 3. und 4. Fraktion. 


9,8 g Substanz lieferten: 
1. 0,5 g rohe Lignocerinsiiure, die, aus Aceton umkrystalli- 
siert, bei 79,5° schmolz. 
49,75 mg Substanz verbr. 1,54 ccm n/10-alkohol. Kalilauge (T. 0,8796). 
Aquiv.-Gew. 367,23. 
2, 3,5 g Rohsiure. 


52,2 mg Substanz verbr. 0,70 cem n/10-Bromlésung; Jodzahl 17. 


Mit Bleiacetat wurden 4 Fraktionen erhalten: 
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a) Aus Aceton 
ecm ' i eg 
, Schmelz: Aquiy.-| Umkrystallisiert 
Fiallungs- Menge Jodzahl od 
mittel punkt Gew. | Schmelz. Aquiv.- 
g punkt Gew. 
1. Fr. 5 0,64 |65—66° a 285,5 68° 283,3 
2. Fr. 5 0,63 |66—67°| Sehr schwach | 9.77 | gg_69o | 983.6 
unges. 
$. Fr. 5 0,48 | 62—63°] etwas unges. | 292,6 | 65—66 284,6 
Mutter- , 
» i] o QQ. ‘ite 
4. Fr. lauge 1,28 | fliissig 33,4 
1. Fr.: 45,2 mg Substanz verbr. 1,80 cem n/10-alkohol. Kalilauge (‘T’. 0.8796). 
a): 45,6 mg ‘ » 1,83 cem - (T’. 0,8796). 
2, Fr.: 41,0 mg a » 1,62 ¢em e ‘ (‘T’. 0,8796). 
a): 47,4 mg i » 1,90 cem ” ‘a (‘T’. 0,8796). 
3. Fr.: 36,8 mg - » 1,43 e¢em ‘i o (T’. 0,8796). 
a): 41,3 mg - 5», 1,65 c¢cem si “ (T’. 0,8796). 
4. Fr: 31,5 mg “ 5 0,83 cen n/10-Bromlésung. 


Die 4. Fraktion wurde hydriert und erhalten: 


Aus Aceton umkrystallisiert Schmelzp. Aquiv.-Gew. 
1. Fraktion aus schwer léslichem K-Salz 79—80° 867,5 
2. ” » leicht ” ” 65—66 2%5,0 
1. Fy.: 36,2 mg Substanz verbr. 1,12 cem n/10-alkohol. Kalilauge (T. 0,8796). 
2. Fr.: 38,6 mg . » 1,54 ecm m i (T. 0,8796). 


Spaltung der 5. Fraktion. 
10 g Substanz lieferten: 
1. 0,42 g rohe Lignocerinsdéure, die, aus Aceton umkrystalli- 
siert, bei 80,5—81,5° schmolz. 
50,0 mg Substanz verbr. 1,53 cem n/10-alkohol. Kalilauge (T. 0,879). 
Aquiv.-Gew. 368,1. 
2. 3,8 g Rohsiaure. 
67,8 mg Substanz verbr. 1,26 ccm n/10-Bromlésung; Jodzahl 23,6. 
Mit Bleiacetat wurden 5 Fraktionen erhalten. 























a) Aus Aceton 
— Schmelz- Aquiy.-| umkrystallisiert 
Fillungs-| Menge Jodzahl - 
inittel punkt Gew. |Sehmelz- Aquiv.- 
g punkt = Gew. 
1. Fr. 5) 0,64 | 64—65°|schwach unges.| 287,8 |65—66°  295,6 
2. Fr. 5 0,63 | 63—64 , ; 294,5 | 65—66 287,5 
3. Fr. 5 0,62 59° 17,4 299,5 64° 294,0 
4. Fr, 10 0,34 153—54° 31,0 308 oie 
5. Fr = 1,11 | halbfest 44,6 ~— — 
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1. Fr.: a) 44,1 mg Subst. verbr. 1,68 ecm n/10-alkohol. Kalilauge (T. 0,8879). 


2. Fr.: a) 46,2mg_,, 5 1,81 ccm “ . (T. 0,8879). 
8. Fr.: 35,8 mg _s,, 5  0,49cem n/10-Bromlésung. 
a) 44,9mg _,, » 1,72 ccm n/10-alkohol. Kalilauge (T. 0,8879). 
4, Fr.: 32,0mg__,, 5 1,17 cem - ‘a (T. 0,8879). 
34,4mg_ ,, »  0,84eem n/10-Bromlésung. 
5. Fr. : 46,4mg ,, , 1,63 ecm i" 


Durch Einengen der Mutterlauge der 1. und 2. Fraktion 
wurden weitere Krystallisationen erhalten: 


Schmelzp. Aquiv.-Gew. 
2. Kryst. der 1. Fraktion . . . . 64—65° 290,1 
ae, eee ae ers 63° _ 
ee? Se oe. 64—65° 291,2 


Da die Aquivalentgewichte dieser Fraktionen, sowie diejenigen 
der Fraktionen 1—3, merklich iiber dem der Stearinsiure lagen, 
und diese Erhéhung nicht mit Sicherheit durch den Gehalt an 
Nervonsiiure erklirt werden konnte, wurden sie zur Abtrennung der 
Beimengung vereinigt und mit 10°/, Schwefelsiure enthaltendem 
Methanol durch 1 stiindiges Kochen verestert. Nach Verseifung 
der bei verschiedenen Temperaturen erfolgten Abscheidungen wurde 
aus Aceton umkrystallisiert und erhalten: 


Schmelzp. Aquiv.-Gew. 

1. Abscheidung bei 30° . . . . «. %8—T79° 363,2 

2. 9 MO .. 4. s Chane 297,0 

8. * nach liingerem Stehen 67—68 286,8 

4. “ bei0° ..... +. #£=68—69 284,9 

5. Aus der Lésung . ..... . 66—67 279,7 
1. 11,5 mg Substanz verbr. 0,36 cem n/10-alkohol. Kalilauge (T. 0,8796). 
2. 12,8 mg a » 0,43 eem “ mn (T. 0,8796). 
3. 38,1 mg - - 1,51 ccm ” + (T. 0,8796). 
4. 32,0 mg us ” 1,28 cem = " (T. 0,8796). 
5. 12,3 mg fe » 0,50 eem ‘ - (T. 0,8796). 


Die Erhéhung des Aquivalentgewiclites ist daher hauptsiich- 
lich auf eine Beimischung von Lignocerinsiure zuriickzufihren. 

Der Mutterlaugenriickstand der 3. Fraktion wurde mit Frak- 
tion 4 und 5 vereinigt und hydriert. Die aus dem schwer lés- 
lichen Kaliumsalz erhaltene Saiure zeigte, aus Aceton umkrystalli- 
siert, den Schmelzp. 80,5°. 

42,5 mg Substanz verbr. 1,30 cem n/10-alkohol. Kalilauge (T. 0,8879). 

Aquiv.-Gew. 368,2. 
Die Séure aus dem leicht léslichen Kaliumsalz wurde in 
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Fraktionen aus Aceton erhalten, von denen die erste noch hydrierte 
Nervonsiure mit enthielt. 
1. Frakt.: Schmelzp. 61°, aus Aceton umkrystallisiert 72—73°. 
Aquiv.-Gew, 322,5. 
2. Frakt.: Schmelzp. 68—69°. 
38,6 mg Substanz verbr. 1,54 cem n/10-alkohol. Kalilauge (T. 0,8798). 
Aquiv.-Gew. 285,0. 


Spaltung der 6. Fraktion. 


5,6 g Substanz lieferten: 

1. 0,25 g rohe Lignocerinsiure, die, aus Aceton umkrystalli- 
siert, bei 79—80° schmolz. 

53,2 mg Substanz verbr. 1,62 ccm n/10-alkohol. Kalilauge (T. 0,8879). 

Aquiv.-Gew. 369,8. 

2. 1,9 g Rohsiure. 

40,2 mg Substanz verbr. 0,86 ccm n/10-Bromlésung; Jodzahl 27,2. 

Mit Bleiacetat wurden 4 Fraktionen erhalten. 


























a) Aus Aceton 
Schmelz- Aauiv.-| umkrystallisiert 
Menge Jodzahl 
punkt Gew. | Schmelz. Aquiv.- 
g punkt Gew. 
1. Fr. 0,31 | 65—67°|ischwach unges.| 295,5 | 67—67,5° 285,4 
2. Fr. 0,16 | 62—63 - ‘ 299,1 | 67—68 283,4 
3. Fr. 0,45 | 52—53 27,2 317,5 
4. Fr. Mutter- | 0,51 |35—37 49,4 
lauge _ _ 





Mutterlaugenriickstand der 1, Fraktion: 64—65° 295,6 


Die 3. Fraktion wurde mit Bleiacetat nochmals in 2 Frak- 
tionen geteilt: 
3a. Schmelzp. 66—67°; Mischschmelzpunkt mit Stearinsiure 69°. 


3b. » 48—49° 
1. Fr.: a) 41,30mg Subst. verbr. 1,63ccem n/10-alkohol. Kalilauge (T. 0,8879). 
2. Fr.: a) 19,0 mg _,, » 0,76eem - = (T. 0,8879). 
8. Fr.: 45,1 mg, 1,60ceem 9 - (T. 0,8879). 
56,9 mg, .. 1,22cem n/10-Bromlésung. 
4. Fr.: 46,5 mg ,, » 1,8lecm s 
Fraktion 3b und Fraktion 4 wurden vereinigt und hydriert. 
Aus Aceton umkrystallisiert Schmelzp. Aquiv.-Gew. 
1, Frakt. aus schwer léslichem K-Salz 80—81° $70,5 


a » » leicht ‘a ‘5 66—66,5° 
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Mischschmelzpunkt von Fraktion 2 mit Stearinsiure 69—69,5°. 


1. Fr.: 43,0 mg Substanz verbr. 1,31 cem n/10-alkohol. Kalilauge (T. 0,8879), 


Spaltung der Substanz von Prof. Thierfelder. 
5,85 g lieferten: 
1. 0,6 g rohe Lignocerinsiiure, die, aus Aceton umkrystalli- 
siert, bei 78,5—79,5° schmolz. 
28,9 mg Substanz verbr. 0,89 cem n/10-alkohol. Kalilauge (T. 0,8773). 
Ayquiv.-Gew. 370,1. 
2. 1,90 g Rohséiure vom Schmelzp. 63—64°. 
46,0 ng Substanz verbr. 0,36 cem n/10-Bromlésung; Jodzahl 9,7. 
Mit Bleiacetat wurde in 2 Fraktionen geteilt: 
1. Fraktion: Abscheidung 1,08 g noch etwas ungesittigt. 
Schmelzp. 65,5—66,5°. 
64,3 mg Substanz verbr. 2,49 cem n/10-alkohol. Kalilauge (T. 0,8773). 
Aquiv.-Gew. 294,3. 


Sie wurde aus Aceton umkrystallisiert: 


Schmelzp. Aquiv.-Gew. 
|. Kryst. sehr schwach ungesittigt. . . 66,5—67,5° 290,3 
2. Hauptmenge 67—68 285,6 
3. ,, etwas ungesiittigg . . . . . 64,5—65 291,3 


1. Kryst.: 51,2 mg Subst. verbr. 2,01 cem n/10-alkobol. Kalilauge (T. 0,8773). 
(T. 0,8773). 


2. a 42,6 mg - » 1,70 cem ra - 
(T. 0,8773). 


3. - 32,2mg_s,, - 1,26 ccm pa ‘s 
2. Fraktion: Mutterlauge 0,68 g. 
35,7 mg Substanz verbr. 1,23 ecm n/10-alkohol. Kalilauge (T. 0,8773). 
Aquiv.-Gew. 330,8. 
38,2 mg Substanz verbr. 0,56 cem n/10-Bromlésung; Jodzahl 18,61. 
0,37 g hiervon wurden hydriert und erhalten: 
1. Aus schwer léslichem Kaliumsalz 0,12 g; Schmelzp. 73— 
73,5°. Aus Aceton umkrystallisiert Schmelzp. 79,5—80,5°. 


t 


22,6 mg Substanz verbr. 0,69 cem n/10-alkohol. Kalilauge (T. 0,8773). 
Aquiv.-Gew. 373,3. 
2. Aus leicht léslichem Kaliumsalz 0,24 g; aus Aceton um- 
krystallisiert Schmelzp. 68—69°. 
40,3 mg Substanz verbr. 1,59cem n/10-alkohol. Kalilauge (T’. 0,8773). 
Aquiv.-Gew. 288,9. 
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Zusammenfassung. 


1. Es wurden absolut Cerebrosid-freie Sphingomyelinpriiparate 
mit dem Verhiltnis P: N = 1:2 aus Menschenhirn dargestellt. 
2. Sphingomyelin wurde hydriert und das Hydrierungsprodukt 


beschrieben. 
3. Aus Hydro-sphingomyelin wurde Monoacetyl-hydro-sphingo- 
myelin erhalten, als weiterer Beitrag zur Sicherstellung der 


Leveneschen Konstitutionsformel. 

4. Durch Untersuchung der Spaltprodukte wurde festgestellt, 
daB im Gehirnsphingomyelin 3 Fettsiuren: Stearinsiure, Ligno- 
cerinsiure und Nervonsiiure vorkommen, daf es also 3 Sphingo- 
myeline gibt, welche sich durch die Fettsiiure unterscheiden. 

Ks ist mir ein lebhaftes Bediirfnis, Herrn Professor Thier- 
felder fir die Uberlassung dieser Arbeit und die vielseitigen 
Anregungen und Ratschlige bei der Durchfiihrung derselben meinen 


herzlichsten Dank auszusprechen. 
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Die Umwandlung der Acetessigsiure durch Methylglyoxal. 
IJ. Mitteilung. 


Von 


M. Henze und R. Miiller. 
(Medizinisch-chemisches Laboratorium der Universitit Innsbruck.) 


(Der Redaktion zugegangen am 1. Oktober 1930.) 


Vor kurzem?) teilte der eine von uns mit, daB sich wiBrige 
Lésungen von Methylglyoxal und Acetessigsiure bzw. acetessig- 
sauren Salzen bei gewohnlicher Temperatur spontan umsetzen. 
Nach kurzer Zeit sind die beiden Substanzen verschwunden und 
die Fliissigkeit enthalt eine neue, stark reduzierende Verbindung. 
Wir sind nunmebr imstande, eine Erklirung der dabei ablaufenden 
Reaktion zu geben. 

Methylglyoxal vereinigt sich in erster Phase offenbar aldol- 
artig mit der Acetessigsiure zu dem Zwischenprodukt 

_CO- CH; 
CH,-CO-CH(OH)- GH 
COOH 
das dann weiter spontan Kohlensdure verliert und in das bisher 
noch unbekannte Oxydiketon C,H,,0, 
CH,-CO-CH(OH)-CH,-CO-CH, 
iibergeht, das als ein Oxyacetonylaceton oder als Hexanol-(3)-dion-(2,5) 
zu bezeichnen ist. Der neue Koérper vereinigt also die EKigen- 
schaften eines 1,4-Diketons mit denen eines «-Ketols als auch 
f-Ketols. Als 1,4-Keton liefert er eine intensive Pyrrolreaktion 
nach Knorr.’) Andererseits aiuBert sich die bekannte leichte 
Oxydierbarkeit aller @-Ketole durch die stark reduzierende Wirkung 
der neuen Substanz. 

Beweise fiir die angefiihrte Konstitution waren vor allem aus 
Orydationsversuchen zu erwarten. Bei der Behandlung mit Silber- 
oxyd konnten wir nur Hssigsiiure als Oxydationsprodukt isolieren, 
was nicht weiter zu bewerten ist. Dagegen war eventuell zu er- 
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warten, da8 bei der Einwirkung von Natriumhypobromit auf das 
vermutliche Oxyketon die beiden endstiindigen Methylgruppen in 
Form von Bromoform abzusprengen sein wiirden, so daB dabei 
Apfelséure entstehen muBte. Obwohl diese Reaktion bei der- 
artigen Verbindungen unseres Wissens noch nicht studiert worden 
ist, bestitigte sich unsere Vermutung und wir konnten bei Auf- 
arbeitung der Reaktionsfliissigkeit neben etwas Oxalsiiure nur 
Apfelsaure isolieren, ein zwingender Beweis fiir die angenommene 
Konstitution. 

Die Substanz reagiert diuBerst leicht mit Ammoniak und 
Aminen und den bekannten Ketonreagentien, von denen besonders 
das p-Nitrophenylhydrazin- und Semicarbazidderivat gut charakte- 
risiert sind. Die friiher gemachte Angabe, daB die Substanz 
sauer reagiere und titrierbar sei, miissen wir widerrufen. Wir 
hatten damals die Substanz noch nicht rein. Dagegen farbt sich 
auch die reine Verbindung mit der geringsten Menge Alkali gelb; 
wir hielten das fiir eine Salzbildung. Lit man die Substanz 
langer, besonders mit etwas stirkerem Alkali stehen, so wird die 
Firbung immer intensiver. Ob es sich lediglich um eine Ver- 
harzung oder eine Umlagerung handelt, vermégen wir zur Zeit 
nicht zu sagen. Auch die friiher erwihnte Eisenchloridreaktion 
tritt in der Kalte nicht ein, wohl aber bei lingerem Stehen und 
schnell beim Erwirmen. Die Kisenchloridreaktion ist also erst 
die Folge einer Zersetzung der labilen Substanz und nicht eine 
Enolisierung, die der Konstitution zufolge auch nicht zu er- 
warten ist. 

Die weiteren EKigenschaften der Substanz sind im experi- 
mentellen Teil angefiihrt. 

Die Antwort auf die Frage, ob sich Acetessigsiure und 
Methylglyoxal gegenseitig beeinflussen, ist demnach im bejahenden 
Sinne beantwortet. In vitro verschwindet Acetessigsiure spielend 
unter Entstehung des genannten Oxyketons. Es wird die Autf- 
gabe weiterer Untersuchungen sein, zu entscheiden, ob diesem 
Vorgang auch biologische Bedeutung zukommt. 

Der Abbau der Fettsiuren im Organismus macht bei der 
Acetessigsiiure halt. Uber ihr Schicksal existieren verschiedene 
Theorien, die jedoch experimentell nicht hinreichend gesichert 
sind. Zwar zerfallt Acetessigsiure leicht in Aceton; besonders 
auch in Kontakt mit den Geweben*); doch wird das Aceton so 
gut wie nicht weiter vom Organismus angegriffen.*) Ein anderer zur 
Diskussion stehender Weg des Abbaues fiihrt zunichst zur Essigsiure, 
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die oxydativ in Bernsteinsiure iibergehen soll, ein Schritt, der vom 
chemischen Gesichtspunkt wohl am leichtesten anfechtbar ist. Die 
weiteren Ktappen sind Apfelsiiure, Oxalessigsiiture und schlieBlich 
Brenztraubensiure, womit dann das Bindeglied zum Kohlehydrat- 
aufbau gegeben wire.*) Wenn unserer aufgefundenen Reaktion 
eine biologische Bedeutung beizumessen ist, so wiirde sie in erster 
Linie die antiketogene Wirkung der Kohlehydrate, speziell des 
im Mittelpunkte des Zuckerumsatzes stehenden Methylglyoxals 
dem Verstindnis niher bringen. Die Anschauungen von Geel- 
muyden®), Woodyatt*), Shaffer’) u. a. wiirden dabei eine Er- 
klirung finden. Hervorzuheben wiirden auch die klinischen Er- 
fahrungen von Isaac und Adler’) sowie von Hecht”) sein, aus 
denen hervorgeht, daB das dem Methylglyoxal so nahestehende Di- 
oxyaceton die Ketonkérper sehr rasch zum Verschwinden bringt. 

Ferner sei angedeutet, daB unsere Reaktion ohne weiteres 
zu einer Substanz mit einer Kette von 6 Kohlenstoffatomen fihrt. 
Die molekulare Zusammensetzung derselben differiert von der des 
Glucosemolekiils nur um ein Minus von 1 Mol Wasser und zwei 
Sauerstoffatome. Vom chemischen Gesichtspunkt scheint, besonders 
auch bei der Labilitit unseres Ketols, ein méglicher Ubergang 
nicht undiskutierbar zu sein. Wir méchten auch an eine I est- 
stellung von Schwarz erinnern, der zeigte, daB Aceton vom 
Organismus nicht veriindert wird (vgl. oben), daB dagegen die 
héheren Ketone verhaltnismiBig leicht angreifbar sind. 


Experimenteller Teil. 

Wir haben die Darstellung des neuen Ketols insofern modi- 
fiziert, als wir die Acetessigsiure nicht in Form des Natrium- 
salzes, sondern als Bariumsalz zur Umsetzung brachten. Dem- 
nach verseiften wir den Ester in der Kilte mit der berechneten 
Menge n/1 Ba(OH,), worauf die molekulare Menge Methylglyoxal**) 
zugesetzt wurde. Dabei wurde darauf geachtet, daB die Fliissig- 
keit eventuell wieder neutralisiert, d.h. auf Lackmus eben alkalisch 


*) Falls sich die Mitteilung Kiihnaus [ Biochem. Z. 200, 29 (1928)! be- 
stiitigen sollte, der zufolge die Leber ein Enzym enthilt, welches (-Oxy- 
buttersiiure auf etwa dem eben genannten Wege zum Verschwinden bringt, 
so wire cin Weg fiir die Umwandlung von Fett in Kohlehydrat experimentell 
festgelegt. 

**) Das zur Darstellung des Methylglyoxals verwandte Dioxyaceton 
(Oxantin) stellten uns die I. G. Farbenindustrie in zuvorkommender Weise 
zur Verfiigung. Wir danken der Direktion auch hier fiir ihre Unterstiitzung. 
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gemacht wurde. Die Flissigkeit blieb etwa 24 Stunden bei Zimmer- 
temperatur stehen, wonach keine Zunahme der Reduktionskraft mehr 
erfolgt*) (vgl. unsere 1. Mitteilung). Es wurde jetzt etwa 30°/) ige 
Schwefelsiure in ein klein wenig mehr als der berechneten Menge 
vorsichtig zugesetzt. Das ausfallende Bariumsulfat wird ab- 
genutscht und die Kohlensiure, die sich bereits beim Zusatz der 
Schwefelsiure reichlich entwickelt, durch einen kriftigen Luftstrom 
vollig ausgetrieben. Man gibt nunmehr Barytwasser zu, bis die 
Fliissigkeit eben alkalisch reagiert, was sich durch eine deutliche 
Gelbfarbung kundgibt. Der kleine BariumiiberschuB wird noch 
durch Kohlensiure entfernt. Die Fliissigkeit enthilt nun auBer 
dem Ketol noch etwas einer Siiure und zwar in Form eines so- 
wohl in Wasser als Alkohol leicht léslichen Bariumsalzes, iiber 
dessen Konstitution wir zur Zeit nichts Sicheres anzugeben ver- 
mégen. Auch alle sonstigen Salze sind leicht léslich und schlecht 
zu fassen. Wir dampften daher die Fliissigkeit im Vakuum bei 
niederer Temperatur voéllig ein. Kin Teil des Ketols geht dabei 
mit dem Wasser iiber, was sich nicht vermeiden laBt. Den 
Riickstand behandelten wir zuniichst mit etwas absolutem Alkohol 
und setzten dann reichlich und langsam Ather zu. Bei richtigen 
Arbeiten liBt sich das ausfallende Bariumsalz gut absaugen. Um 
es ganz abzutrennen, destillierten wir den Ather nochmals voll- 
stindig ab und wiederholten die ebengenaunte Procedur. Der 
schlieBlich bleibende Riickstand wird im Vakuum destilliert, wo- 
bei unter Ausschaltung eines ganz geringen Vorlaufes das ketol 
als farblose Fliissigkeit bei 113,5° (12 mm) tibergeht. Kine zweite 
Destillation hefert es vollkommen rein. 

5,281 mg Substanz gaben bei der Verbrennung 10,865 mg CO,, 
3,540 mg H,0O. 

C,H,,0, Gef. C 56,11 °/, Hl 7,50 °/, 
Ber. ,, 55,4 “5° San 

Die Mol.-Gew.-Best. im Siedepunktsapparat nach Riehe in Benzol 

ergab: 
1000 x 2,57 x 0,028 

~ «+5 X O11 

Das Ketol kann selbst bei tiefen Temperaturen, wie in 
fester Kohlensiure, nicht zur Krystallisation gebracht werden. 
Bei wochen- und monatelangem Stehen beobachtet man, wie sich 


*) Anm. Das Reduktionsvermigen des Methylglyoxals ist sehr gering. 
Bei Bestimmungen nach Bertrand erhielten wir Werte, die nur 3,6°/, 
derjenigen der Glucose ergaben. 


M = 130 Ber. 130. 
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in dem reinen Ketol langsam kleine Krystillchen ausscheiden. 
Sie sind in Ather und Benzol unléslich und kénnen dadurch 
abgetrennt werden. Aus verdiinntem Alkohol lassen sie sich 
umkrystallisieren, gehen aber dabei, namentlich bei lingerem Er- 
wirmen, zum Teil wieder in die fliissige Modifikation iiber. Ihr 
Schmelzpunkt liegt bei 95°. 


Bei der Verbrennung gaben: 
4,429 mg Substanz gaben 9,100 mg CO, und 2,928 mg H,0. 


C,H, 05 Ber. C 55,4 °%/, H 7,7 °, 
Gef. ,, 56,03 » 1,40 


Unterschiede in dem chemischen Verhalten gegeniiber dem 
fliissigen Ketol zeigten sich nicht. 

Sehr wahrscheinlich handelt es sich um eine Erscheinung, 
die Pechmann?®) zuerst bei dem Dimethylketol gemacht hat, 
d.h. es liegt, wie das besonders die neueren Untersuchungen 
Bergmanns?’) dargelegt haben, der Ubergang in eine Cycloform 
vor, bei der Associationserscheinungen mitsprechen. Es _ bedarf 
das noch weiterer Untersuchungen. 

Die Ergebnisse der Bestimmungen des Molekulargewichts 
lassen vorliiufig jedenfalls keinen Schlu8 auf das Vorliegen irgend- 
eines Polymerisationsproduktes zu. Da Alkohol als Lésungsmittel 
wegen seiner umwandelnden Wirkung nicht in Betracht kam, 
Benzol, Ather usw. aber die Substanz nicht lésen, so versuchten 
wir es einerseits mit der Rastschen Kampfermethode, anderer- 
seits mit einer Gefrierpunktsbestimmung in Phenol. 


0,74 x 4 x 1000 


N » = %. i ioe 15 

Nach Rast ergab M 25 x 1,157 56 
72 0283 x 100 

Phenolmethode M = — tbe. 1 ee = 119. 


0,67 x 2,5685— 

Die sonstigen chemischen Eigenschaften des Ketols sind zum 
Teil bereits erwihnt. Es gibt eine intensive Nitroprussidnatrium- 
reaktion. LEisenchlorid farbt wiBrige oder alkoholische Lésungen 
in der Kiilte nicht; beim Erwirmen tritt dagegen Rotfarbung ein. 
Zusatz von Jod und Alkali bedingen eine sofortige Jodoformaus- 
scheidung. Mit Alkali farbt sich die wiBrige Ketollésung sofort 
gelb, auf Siurezusatz verschwindet die Gelbfarbung. 

Wir bestimmten noch die Reduktionskraft des Ketols unter 
Benutzung der Bertrandschen Methode. 
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25 ccm (d. h. 125 mg reiner Substanz) einer 0,5°/, igen wik- 
rigen Lésung verbrauchten 16,3 bzw. 16,5 ccm n/10-Permanganat, 
entsprechend 104,14 mg Cu. 125 mg Ketol haben demnach den 
gleichen Reduktionswert wie 55mg Glucose, prozentual ausgedriickt 
betrigt das Reduktionsvermégen des Ketols 44°/, desjenigen der 


(zlucose. 


Oxydation des Ketols zu Apfelsdure. 


In der Uberfithrung des Ketols in Apfelsiiure durch alkalische 
Hypobromitlésung sehen wir einen der Hauptbeweise fiir die an- 
gegebene Konstitution des Ketols. Durch Vorversuche ergab sich, 
daB beim Eintragen von Hypobromitlauge in eine wiBrige Ketol- 
lésung keine oder fast keine Bromoformausscheidung erfolgt. Ks 
lieBen sich nur schmierige, bromhaltige Produkte isolieren, ‘Tropft 
man dagegen die Ketollésung in das Hypobromit ein, so erzeugt 
jeder einfallende Tropfen eine Wolke von Bromoform, das sich 
am Boden des GefiiBes ansammelt. Die Temperatur steigt dabei 
so stark an, dab man kiihlen mub. 


1 Mol. Ketol verlangt 12 Atome Brom, so dab wir auf 
5,3 g Ketol, gelést in 100 com Wasser, 40 g Brom in 150 ccm 
Wasser, das 25 g Natriumhydroxyd enthielt, anwandten. 


Nach Beendigung der Reaktion wurde das Bromoform ab- 
getrennt und weiter durch Ausschiitteln mit Ather entfernt. Die 
Flissigkeit wurde durch einen lebhaften Luftstrom von Ather 
befreit und mit Salzsiure angesiiuert, wobei etwas freies Brom 
mit Bisulfit entfernt wurde. Wir neutralisierten, fallten mit 
Bariumchlorid aus und gaben zur vollstandigen Abscheidung der 
ausfallenden Bariumsalze das doppelte Volumen Alkohol zu. Nach 
langerem Stehen wurden die Bariumsalze abgetrennt, mit ver- 
diinntem Alkohol gewaschen, und nun mit viel Wasser mehrfach 
ausgekocht. Der ungeléste Anteil wurde in verdiinnter Salpeter- 
siure aufgenommen (zuriick blieb etwas BaSO, und Si0,) und 
durch genauen Zusatz von Schwefelsiure das Barium als Sulfat 
entfernt. Das neutralisierte Filtrat wurde nun mit Bleiacetat ge- 
fallt. Bei der Zerlegung des Bleisalzes mit Schwefelwasserstoff 
krystallisieren beim Einengen der Fliissigkeit die typischen Prismen 
der wasserhaltigen Oxalsiure aus, die beim Stehen im Exsiccator 
kreidig, d. h. wasserfrei werden. Zur weiteren Reinigung wurden 
sie erneut in das Barium- und dieses in das Silbersalz iiber- 


gefiihrt. 
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Die Analyse ergab: 
0,1399 g Substanz gaben, 0,0984 g Ag. 
Fiir Oxalsiiure Ag Ber. Ag 71,0 °%/, 
Gef. ,, 70,6 

Die durch Auskochen der urspriinglichen Bariumsalze mit 
Wasser erhaltene Fliissigkeit wurde zuniichst eingeengt und dann 
mit 2 Volumen Alkohol gefallt. Dieses so gewonnene Bariumsalz 
wurde in das Bleisalz umgewandelt, das bei der Zerlegung mit 
Schwefelwasserstoff zuniichst ein sirupéses Produkt lieferte. Zur 
Reinigung wurde die Séiure nochmals in das Bariumsalz verwandelt, 
worauf sie fest wurde und aus Alkohol krystallisierte. Sie lieferte 
die schéne, fiir Apfelsiiure sehr charakteristische Homofluores- 
ceinreaktion.'*) Bei der Mikrosublimation bildete sich ein Sublimat 
von Fumarsiiure. Es wurde ferner noch das Silbersalz hergestellt. 


Seine Analyse ergab: 
0,1070 g Substanz gaben 0,0660 g Ag. 
Apfelsiiure Ag Ber. Ag 62,0 °/, 
Gef. ,, 61,7 


Derivate des Ketols. 


Mit Ammoniak und Aminen reagiert das Ketol iuBerst 
leicht (die ausgesprochene Pyrrolreaktion, die es lefert, wurde 
bereits oben erwiihnt)} Uns kam es in erster Linie darauf an 
die Ketonnatur der Verbindung nachzuweisen. Mit Hydroxyl- 
amin und Phenylhydrazin wurden nur dlige Produkte erhalten, 
wihrend substitutierte Hydrazine und Semicarbazid zu krystalli- 
sierten Derivaten fihrte. 

p-Bromphenylhydrazon: Dieses bei 181° schmelzende Derivat 
wurde bereits in unserer 1. Mitteilung erwihnt. Es ist scheinbar 
eine sehr labile Verbindung, die wir nur durch vorsichtiges Um- 
lésen aus Aceton und Zusatz von Ather zur Krystallisation 
bringen konnten. Die wohl deshalb nicht besonders stimmende 
Analyse entspricht einem Dihydrazon. 


Es gaben: 
4,140 mg Substanz gaben 7,180 mg CO, und 1,705 mg H,0O. 


4,900 ,, + » 0,544 eem N (710 mm, 21°), 
20,710 ,, - » 16,695 mg Aghbr. 
C,,H,,.N,OBr, Ber. C 47,7 °, H 443% N 12,8 °/, Br 35,4 %, 
Gef. ,, 47,29 4,59 yy 11,75 34,30 


p-Nitrophenylhydrazon: Gibt man zu einer stark essigsauren 
Liésung des Ketols eine ebensolche Lésung von p-Nitrophenyl- 
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hydrazin, so entsteht, gleichgiiltig ob man ein oder zwei Molekiile 
des Hydrazins anwendet, bereits in der Kiilte ein roter Nieder- 
schlag. Da er in allen gebriiuchlichen Liésungsmitteln nicht oder 
fast nicht léslich ist, haben wir ihn zur Analyse gut mit Alkohol, 
Essigester und Ather ausgekocht. Er schmilzt bei 198° und 
fiirbt sich durch die Behandlung ockergelb. Die Analyse stimmt 
am besten auf ein Dihydrazon. 


Es gaben: 
4,315 mg Substanz gaben 8,610 mg CO, und 2,000 mg H,0O. 


4,374 ,, is » 0,866 cem N (712 mm, 23°). 
C,3HaN,O. Ber. C 54,0 °), H 50 */, N 21,0 °%, 
Gef. ,, 54,42 oc lt »» 21,88 


Wird dieses Dihydrazon in kochendem Nitrobenzol gelist, 
so krystallisiert daraus eine Substanz in wohlausgebildeten dunkel- 
violetten Krystallen, die nach Waschen mit Ather und Trocknen 
im Vakuum bei 100° bei 254° schmelzen. Der Analyse zufolge 
scheint dabei eine Auhydrisierung unter Bildung eines Pyrazol- 
ringes stattgefunden zu haben. 

CH,—C—CH—CH,—C—CH, 


= ll 
N N——N 


| | 
O,NC,H,NH C,H, NO, 


Bei der Verbrennung gaben: 


4,486 mg Substanz gaben 9,272 mg CO, und 1,900 mg H,O. 


4,182 ,, % », 0,830 cem N (716 mm, 18°). 
2.280 ,, a » 0,449 5 4, (715 ,, 16). 
CisHigNe.O, Ber. C 56,5 °%, m= 4,78"), N 21,9 

Gef. ,, 56,37 y 4,74 y 21,93, 21,88 °), 


Semicarbazon: Bringt man eine essigsaure Liésung des Ketols, 
selbst in grofer Verdiinnung, mit einer wiiBrigen Liésung von 
salzsaurem Semicarbazidchlorhydrat, dem man die entsprechende 
Menge Natriumacetat zugesetzt hat, zusammen, so erfolgt bei 
Zimmertemperatur langsam die Abscheidung eines sandigen, mikro- 
krystallinen Pulvers. Wiischt man dieses mit Wasser, Alkohol 
und Ather aus, so schmilzt es bei 210° unter Zersetzung. Wir 
vermuten, da& dieses Produkt das Disemicarbazid darstellt, das 
aber die Tendenz hat, leicht in das Anhydrid iiberzugehen, da es 
nach und nach gelb wird. 








96 M. Henze und R. Miller, Umwandlung der Acetessigsiiure usw. 


Die Analyse gab: 
4,800 mg Substanz gaben 6,783 mg CO, und 2,930 mg H,O. 
C,H,,0,Ne Ber. C 39,3 °/, H 6,6 °, 
Gef. ,, 38,54 » 6,83 

Dieses Semicarbazon 1]4Bt sich durch Kochen mit Eisessig 
in Lésung bringen. Daraus scheidet sich langsam und unvoll- 
stindig ein gelbliches Krystallpulver ab, das bei 254° unter 
Zersetzung schmilzt. Der Stickstoffbestimmung nach hat dadurch 
analog wie beim p-Nitrophenylhydrazon eine Anhydridbildung 
stattgefunden. 

Zu vermuten wire folgende Formulierung: 


CH,—C—CH,—CH—C—CH, 
| 
N | N—NH—CO—NH, 


| 
ee 
CO—NH, 


Es lieferten: 


3,120 mg Substanz gaben 1,041 ccm N (716 mm, 16°). 
2,618 ,, 7 » 0,876 ,, 4 (7118 ,, 17°). 


C,H,,0.N, Ber. C 87,17 °, Gef. N 37,13, 36,95 °%,. 
/ fo 
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